Molecular and biochemical studies of a mycobacterial maltokinase and a unique octanoyltransferase:  Towards reconstruction of the pathway for methylglucose lipopolysaccharides biosynthesis by Tiago, Ana Branco Maranha

 A n a  B r a n c o  M a r a n h a  T i a g o  
 
 
 
 
 
 
 
 
M o l e c u l a r  a n d  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  o f  a  m y c o b a c t e r i a l  
m a l t o k i n a s e  a n d  a  u n i q u e  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e :  
T o w a r d s  r e c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  p a t h w a y  f o r  
m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  b i o s y n t h e s i s  
 
 
 
 
 
 
 
T e s e  d e  D o u t o r a m e n t o  e m  B i o c i ê n c i a s ,  r a m o  d e  e s p e c i a l i z a ç ã o  e m  M i c r o b i o l o g i a ,  
r e a l i z a d a  s o b  o r i e n t a ç ã o  c i e n t í f i c a  d o  D o u t o r  N u n o  M i g u e l  d a  S i l v a  E m p a d i n h a s  e  
a p r e s e n t a d a  a o  D e p a r t a m e n t o  d e  C i ê n c i a s  d a  V i d a  d a   
F a c u l d a d e  d e  C i ê n c i a s  e  T e c n o l o g i a  d a  U n i v e r s i d a d e  d e  C o i m b r a  
 
 
 
 
2 0 1 5  
 
 
  
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C o v e r  i m a g e :  
I l l u s t r a t i o n  o f  a  Z i e h l - N e e l s e n - s t a i n e d  p h o t o m i c r o g r a p h  s p u t u m  s m e a r  s a m p l e  c o n t a i n i n g  
M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  
C o u r t e s y  o f  C e n t e r s  f o r  D i s e a s e  C o n t r o l  P u b l i c  H e a l t h  I m a g e  L i b r a r y  ( C D C  P H I L ) .  
  
i  
 
   
i i  
 
 A g r a d e c i m e n t o s  
 
 
G o s t a r i a  d e  a g r a d e c e r  e m  p r i m e i r o  l u g a r  a o  D o u t o r  N u n o  E m p a d i n h a s  p o r  m e  t e r  a c o l h i d o  n o  
g r u p o  e  p e l a  c o n f i a n ç a  q u e  d e p o s i t o u  e m  m i m .  P o r  c o n t r a r i a r  a s  m i n h a s  d ú v i d a s  c o m  u m a  
c o n s t a n t e  a t i t u d e  p o s i t i v a  e ,  a o  l o n g o  d e s t e s  a n o s ,  s e m p r e  m e  t e r  e n c o r a j a d o ,  o r i e n t a d o ,  
e n s i n a d o  e  i n c e n t i v a d o  a  a p r e n d e r .  E s p e c i f i c a m e n t e ,  g o s t a r i a  d e  a g r a d e c e r  a s  m u i t a s  h o r a s  
d i s p e n d i d a s  a  r e v e r  e s t e  m a n u s c r i t o .  
 
A  t o d o s  o s  m e u s  c o m p a n h e i r o s  n o  l a b o r a t ó r i o  d e  m i c o b a c t e r i o l o g i a ,  o s  q u e  m e  a c o m p a n h a m  
n o  d i a - a - d i a  e  a o s  q u e  j á  m e  a c o m p a n h a r a m .  A o  V í t o r  M e n d e s ,  c o m  q u e m  i n i c i e i  o  t r a b a l h o  d e  
b a n c a d a ,  q u e  m e  t r a n s m i t i u  o  e n t u s i a s m o  p e l a  i n v e s t i g a ç ã o  e  q u e  t a n t o  m e  e n s i n o u .  U m  
o b r i g a d a  m u i t o  e s p e c i a l  à  S u s a n a  A l a r i c o  p e l a  s u a  i n f i n d á v e l  p a c i ê n c i a  e  c a r i n h o .  À  M a f a l d a  
C o s t a  m i n h a  “ c o n s u l t o r a  d e  i m a g e m ” ,  à  D a n i e l a  C o s t a ,  à  R i t a  P e r e i r a ,  à  A n d r e i a  L a m a r o s o  e  a o  
D i o g o  R e i s ,  p e l a  a j u d a ,  b o a  d i s p o s i ç ã o  e  b r i n c a d e i r a s .  
 
I  a m  p r o f o u n d l y  g r a t e f u l  t o  P r o f .  A n t h o n y  C l a r k e  f o r  o p e n i n g  h i s  l a b  t o  m e ,  f o r  s h a r i n g  h i s  
e x p e r t i s e  a n d  m a k i n g  m e  f e e l  w e l c o m e .  T o  e v e r y o n e  a t  t h e  C l a r k e  L a b  ( U  o f  G ,  C a n a d a )  m y  
d e e p e s t  t h a n k s  f o r  t a k i n g  s u c h  g o o d  c a r e  o f  m e  d u r i n g  m y  s t a y .  A  s p e c i a l  t h a n k s  t o  P a t r i c k  
M o y n i h a n  f o r  a l l  I  l e a r n e d  f r o m  h i m .  
 
À  D o u t o r a  S a n d r a  d e  M a c e d o - R i b e i r o  e  a o  D o u t o r  P e d r o  P e r e i r a  e  a o s  s e u s  g r u p o s  d e  t r a b a l h o  
n o  I B M C  n o  P o r t o ,  q u e  s e m p r e  t ã o  b e m  m e  r e c e b e r a m ,  q u e  m e  i n c l u i r a m  n o  q u o t i d i a n o  d o  
l a b o r a t ó r i o  c o m o  s e  e s t i v e s s e  “ e m  c a s a . ”  U m  e s p e c i a l  o b r i g a d a  à  J o a n a  F r a g a  q u e  a l i n h a  s e m p r e  
n a s  m i n h a s  “ l o u c u r a s  l a b o r a t o r i a i s ” .  
 
N ã o  p o d e r i a  d e i x a r  d e  e x p r e s s a r  a  m i n h a  e n o r m e  g r a t i d ã o  à  D o u t o r a  R i t a  V e n t u r a  e  a  t o d a  a  s u a  
e q u i p a  n o  I T Q B ,  O e i r a s ,  q u e  f o r a m  s e m p r e  i n c a n s á v e i s  t a n t o  a  e s c l a r e c e r  q u a l q u e r  d ú v i d a  q u e  
e u  c o m o  b i ó l o g a ,  n ã o - q u í m i c a ,  p u d e s s e  t e r ,  c o m o  a  t e n t a r  s a t i s f a z e r  a  m i n h a  i n s a c i á v e l  
n e c e s s i d a d e  d e  s u b s t r a t o s .   
 
À  F u n d a ç ã o  p a r a  a  C i ê n c i a  e  a  T e c n o l o g i a  p o r  m e  t e r  c o n c e d i d o  o  a p o i o  f i n a n c e i r o  a t r a v é s  d e  
u m a  B o l s a  d e  D o u t o r a m e n t o  ( S F R H / B D / 7 4 8 4 5 / 2 0 1 0 )  e  p e l o  s u p o r t e  f i n a n c e i r o  p a r a  r e a l i z a ç ã o  
d o  t r a b a l h o  e x p e r i m e n t a l  a t r a v é s  d o s  p r o j e t o s  E U - F E D E R  P r o g r a m a  C O M P E T E  F C O M P - 0 1 - 0 1 2 4 -
F E D E R - 0 1 4 3 2 1  ( P T D C / B I A - P R O / 1 1 0 5 2 3 / 2 0 0 9 ) ,  F C O M P - 0 1 - 0 1 2 4 - F E D E R - 0 2 8 3 5 9  ( P T D C / B I A -
M I C / 2 7 7 9 / 2 0 1 2 ) ,  F C O M P - 0 1 - 0 1 2 4 - F E D E R - 0 3 7 2 7 6  [ P E s t - C / S A U / L A 0 0 0 1 / 2 0 1 3 - 2 0 1 4 ]  e  
U I D / N E U / 0 4 5 3 9 / 2 0 1 3 .  
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I  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  a c k n o w l e d g e  t h e  s u p p o r t  o f  t h e  M i z u t a n i  F o u n d a t i o n  f o r  G l y c o s c i e n c e ,  J a p a n ,  
t h r o u g h  g r a n t  1 2 0 1 2 3  t o  D r .  N u n o  E m p a d i n h a s  a n d  a l s o  t h e  S t r a t e g i c  P r o g r a m m e  I n o v C - 2 0 1 4  
a n d  D I T S  ( D i v i s ã o  d e  I n o v a ç ã o  e  T r a n s f e r ê n c i a s  d o  S a b e r ) ,  U n i v e r s i t y  o f  C o i m b r a .  
 
U m a  e s p e c i a l  n o t a  d e  a g r a d e c i m e n t o  à  P r o f .  D o u t o r a  P a u l a  V e r í s s i m o  d o  D e p a r t a m e n t o  d e  
C i ê n c i a s  d a  V i d a  d a  U C ,  p e l a  s u a  c o n s t a n t e  d i s p o n i b i l i d a d e  e  p e l a s  p r o f í c u a s  d i s c u s s õ e s  
c i e n t í f i c a s  s o b r e  p r o t e í n a s  e  e n z i m o l o g i a .  G o s t a r i a  t a m b é m  d e  a g r a d e c e r  a o  D o u t o r  T i a g o  F a r i a ,  
q u e  t a n t a s  v e z e s  m e  a j u d o u  e  a o  D o u t o r  H u g o  O s ó r i o  p e l a s  a n á l i s e s  p o r  M A L D I - T O F .  A s s i n a l o  
t a m b é m  a  a j u d a  p r e c i o s a  d a  e q u i p a  t é c n i c a  d o  C N C .  
 
N ã o  p o d e r i a  d e i x a r  d e  a g r a d e c e r  a  t o d o s  o s  c o l e g a s  d o s  d i v e r s o s  l a b o r a t ó r i o s  p o r  o n d e  p a s s e i .  
A o s  c o l e g a s  d o  l a b o r a t ó r i o  d e  m i c r o b i o l o g i a  n o  p a t r o n a t o ,  o b r i g a d a  p o r  m e  t e r e m  e n s i n a d o  q u e  
a  c i ê n c i a  n ã o  é  u m a  a c t i v i d a d e  s o l i t á r i a .  A o s  c o l e g a s  d a  m i c r o b i o l o g i a  d o  3 º  p i s o  d a  F M U C ,  
o b r i g a d a  p o r  t e r e m  t o r n a d o  a  n o s s a  t r a n s i ç ã o  t ã o  f á c i l .  U m  o b r i g a d a  e s p e c i a l  à  L i s a ,  m i n h a  
c o m p a n h e i r a  d e  “ i n f o r t ú n i o ” .  
 
A o  “ p e s s o a l  d o  a l m o ç o ”  p e l a s  c o n v e r s a s  e s t i m u l a n t e s ,  a s  c o n v e r s a s  t o n t a s ,  a  a m i z a d e  e  p o r  
t a n t a s  v e z e s  m e  g u i a r e m  n e s t e  l a b i r i n t o  q u e  é  a  v i d a  c i e n t í f i c a .  
 
A o s  m e u s  a m i g o s  q u e  t ê m  u m a  p a c i ê n c i a  i n f i n i t a  p a r a  m e  a t u r a r e m ,  q u e  m e  p e r g u n t a m  p e l o  
m e u  t r a b a l h o ,  m e s m o  q u a n d o  n ã o  p e r c e b e m  m e t a d e  d o  q u e  l h e s  e s t o u  a  e x p l i c a r ,  q u e  m e  
i n c i t a m  s e m p r e  a  c o n t i n u a r  e  q u e  m e  a j u d a m  a  m a n t e r  s ã .  
 
À  m i n h a  f a m í l i a ,  e s p e c i a l m e n t e  à  m i n h a  m ã e  e  a o s  m e u s  i r m ã o s ,  o  m e u  g r a n d e  s i s t e m a  d e  a p o i o ,  
q u e  s e g u r a m  a s  p o n t a s  d o  m e u  m u n d o .  
 
 
A  t o d o s  o s  q u e  d e  a l g u m a  f o r m a  c o n t r i b u i r a m  p a r a  a  e l a b o r a ç ã o  d e s t e  t r a b a l h o  o  m e u  m u i t o  
o b r i g a d a .  
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 A b s t r a c t  
 
 
M y c o b a c t e r i a  b e l o n g  t o  a n  e x t r e m e l y  d i v e r s i f i e d  b a c t e r i a l  g e n u s  t h a t  c o n t a i n s  b o t h  s a p r o p h y t i c  
o r g a n i s m s  a n d  d a n g e r o u s  p a t h o g e n s  s u c h  a s  M y c o b a c t e r i u m  l e p r a e  a n d  M y c o b a c t e r i u m  
t u b e r c u l o s i s ,  t h e  e t i o l o g i c a l  a g e n t s  o f  l e p r o s y  a n d  t u b e r c u l o s i s ,  r e s p e c t i v e l y .  T u b e r c u l o s i s  ( T B )  i s  
o n e  o f  t h e  d e a d l i e s t  d i s e a s e s  c a u s e d  b y  a  s i n g l e  i n f e c t i o u s  a g e n t  a n d  i t s  e r a d i c a t i o n  i s  c o n s i d e r e d  
a  m a j o r  g l o b a l  h e a l t h  p r i o r i t y .  N o n e t h e l e s s  t h e  l a c k  o f  p r o p e r  a c c e s s  t o  m e d i c a l  c a r e  i n  
d e v e l o p i n g  c o u n t r i e s ,  t h e  b u r d e n  o f  c h r o n i c  i l l n e s s e s  i n  d e v e l o p e d  c o u n t r i e s  a n d  t h e  e m e r g e n c e  
o f  m u l t i d r u g - r e s i s t a n t  s t r a i n s  h a s  h i n d e r e d  t h e  p r o c e s s  t o w a r d s  t h a t  g o a l .  
M y c o b a c t e r i a  p o s s e s s  a  d i s t i n c t i v e  l i p i d - r i c h  c e l l  e n v e l o p e  t o  w h i c h  t h e y  o w e  m u c h  o f  t h e i r  
p a t h o g e n i c i t y .  A m o n g  t h e  u n i q u e  m o l e c u l e s  s y n t h e s i z e d  b y  m y c o b a c t e r i a  t h e r e  a r e  t w o  
i n t r a c e l l u l a r  p o l y m e t h y l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  ( P M P S s )  t h a t  l i k e l y  a s s u m e  a  h e l i c a l  c o n f o r m a t i o n  
i n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  a r e  p o s t u l a t e d  t o  i n t e r a c t  w i t h  f a t t y  a c i d  s y n t h a s e  I  ( F A S - I )  t o  m o d u l a t e  
f a t t y  a c i d  s y n t h e s i s .  P M P S s  c a n  b e  p o l y s a c c h a r i d e s  o f  3 - O - m e t h y l m a n n o s e  ( M M P s )  o r  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  o f  6 - O - m e t h y l g l u c o s e  ( M G L P s ) .  T h e s e  m o l e c u l e s  w e r e  d i s c o v e r e d  i n  t h e  
1 9 6 0 ’ s  b u t  o n l y  r e c e n t l y  w i t h  t h e  u n v e i l i n g  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  g e n o m e  w a s  i t  p o s s i b l e  t o  
u n c o v e r  m o r e  a s p e c t s  o f  t h e i r  b i o g e n e s i s .  M G L P s  i n  p a r t i c u l a r  h a v e  b e e n  t h e  t a r g e t  o f  r e n e w e d  
a t t e n t i o n  b e c a u s e  t h e y  p r o b a b l y  r e p r e s e n t  t h e  o n l y  t y p e  o f  P M P S s  p r e s e n t  i n  t h e  s l o w l y - g r o w i n g  
p h e n o t y p e  f r e q u e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  p a t h o g e n i c  m y c o b a c t e r i a  s u c h  a s  M .  t u b e r c u l o s i s ,  w h i l e  
t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  M M P  a p p e a r s  t o  b e  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  r e s t r i c t e d  t o  r a p i d l y - g r o w i n g  
m y c o b a c t e r i a .  I n  a d d i t i o n ,  s o m e  g e n e s  i n v o l v e d  i n  t h e  M G L P  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  h a v e  b e e n  
c o n s i d e r e d  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h ,  m a k i n g  t h e i r  p r o d u c t s  p o t e n t i a l  d r u g  t a r g e t s .  
R e c e n t l y  a  n o v e l  m e t a b o l i c  p a t h w a y  ( G l g E  p a t h w a y )  h a s  b e e n  u n c o v e r e d ,  c o n n e c t i n g  t r e h a l o s e  
a n d  g l y c o g e n  t h r o u g h  t h e  i n t e r m e d i a t e  m e t a b o l i t e  m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e .  T h i s  p a t h w a y  m a y  a l s o  
r e p r e s e n t  a n  a l t e r n a t i v e  r o u t e  f o r  p o l y m e r i z a t i o n  o f  t h e  s e e m i n g l y  v i t a l  m y c o b a c t e r i a l  M G L P  
t h a t  h a s  a  g l y c o g e n - l i k e  a r r a n g e m e n t  o f  g l u c o s e  u n i t s  i n  t h e  m a i n  c h a i n .  
W e  p u r s u e d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  e n z y m e s  w i t h  p r o b a b l e  i n v o l v e m e n t  i n  
t h e  M G L P  p a t h w a y  a n d  s i m u l t a n e o u s l y  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h .  A s  
a  c o n s e q u e n c e  o f  f u n c t i o n a l  a n d  g e n o m i c  c o n t e x t  s u r v e y s  t w o  g e n e s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  s t u d y .  
G e n e  R v 0 1 2 7  e n c o d i n g  a  m a l t o k i n a s e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  a n d  R v 2 4 1 8 c  o f  
u n k n o w n  f u n c t i o n ,  b u t  l o c a t e d  i n  a n  o p e r o n  c o n t a i n i n g  t h e  a t y p i c a l  g l u c o s y l - 3 -
p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  M G L P  p r i m e r ,  
g l u c o s y l g l y c e r a t e .  
T h e  w o r k  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  c o n t r i b u t e s  f o r  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  m a l t o k i n a s e  s t r u c t u r e  
a n d  t h e  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  s u g a r  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e  a d d i n g  n e w  i n s i g h t s  
i n t o  a n  i n t r i c a t e  a n d  v i t a l  p a t h w a y  o f  m y c o b a c t e r i a l  g l y c o b i o l o g y .  
  
v i i  
 
 R e s u m o  
 
 
A s  m i c o b a c t é r i a s  p e r t e n c e m  a  u m  g é n e r o  b a c t e r i a n o  e x t r e m a m e n t e  d i v e r s o  q u e  c o n t é m  
b a c t é r i a s  s a p r ó f i t a s  e  p a t o g é n i c a s .  D a s  p a t o g é n i c a s  d e s t a c a m - s e  M y c o b a c t e r i u m  l e p r a e  e  
M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s ,  o s  a g e n t e s  e t i o l ó g i c o s  d a  l e p r a  e  d a  t u b e r c u l o s e ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  
A  t u b e r c u l o s e  e n c o n t r a - s e  e n t r e  a s  d o e n ç a s  c o m  m a i o r  t a x a  d e  m o r t a l i d a d e  c a u s a d a s  p o r  u m  
ú n i c o  a g e n t e  i n f e c c i o s o  e  a  s u a  e r r a d i c a ç ã o  é  c o n s i d e r a d a  u m a  p r i o r i d a d e .  N o  e n t a n t o ,  a  f a l t a  
d e  a c e s s o  a  c u i d a d o s  d e  s a ú d e  p r i m á r i o s  e m  p a í s e s  e m  d e s e n v o l v i m e n t o ,  o  a u m e n t o  d a  
i n c i d ê n c i a  d e  d o e n ç a s  c r ó n i c a s  e m  p a í s e s  d e s e n v o l v i d o s  e  o  a p a r e c i m e n t o  d e  e s t i r p e s  
m u l t i r r e s i s t e n t e s  t ê m  c a u s a d o  s é r i o s  o b s t á c u l o s  à  s u a  e r r a d i c a ç ã o .  
A s  m i c o b a c t é r i a s  p o s s u e m  u m a  p a r e d e  c e l u l a r  d i s t i n t a  q u e  l h e s  c o n f e r e  m u i t a s  d a s  s u a s  
c a r a c t e r í s t i c a s  p a t o g é n i c a s  e  q u e  é  b a s t a n t e  r i c a  e m  c o m p o n e n t e s  l i p í d i c o s .  E n t r e  a s  m o l é c u l a s  
s i n g u l a r e s  s i n t e t i z a d a s  p o r  m i c o b a c t é r i a s  e n c o n t r a m - s e  d o i s  p o l i s s a c á r i d o s  p o l i m e t i l a d o s  
( P M P S s )  i n t r a c e l u l a r e s  c u j a  h i p o t é t i c a  i n t e r a c ç ã o  c o m  a  s i n t e t a s e  d e  á c i d o s  g o r d o s  I  ( F A S - I )  
m o d u l a  a  s í n t e s e  d e  á c i d o s  g o r d o s .  O s  P M P S s  d i v i d e m - s e  e m  p o l i s s a c á r i d o s  d e  3 - O - m e t i l m a n o s e  
( M M P s )  o u  l i p o p o l i s s a c á r i d o s  d e  6 - O - m e t i l g l u c o s e  ( M G L P s ) .  E m b o r a  a  s u a  d e s c o b e r t a  r e m o n t e  
à  d é c a d a  d e  1 9 6 0 ,  a p e n a s  r e c e n t e m e n t e ,  c o m  o  d e s c o d i f i c a r  d o  g e n o m a  m i c o b a c t e r i a n o ,  f o i  
p o s s í v e l  c o m p r e e n d e r  m e l h o r  a  s u a  b i o g é n e s e .  O s  M G L P s  f o r a m  a l v o  d e  p a r t i c u l a r  a t e n ç ã o  p o r  
t e r e m  s i d o  o s  ú n i c o s  P M P S  d e t e c t a d o s  e m  m i c o b a c t é r i a s  d e  c r e s c i m e n t o  l e n t o ,  g e r a l m e n t e  
a s s o c i a d a s  a  m a i o r  p a t o g e n i c i d a d e ,  c o m o  M .  t u b e r c u l o s i s .  O s  M M P s  p a r e c e m  s e r  e x c l u s i v o s  d e  
m i c o b a c t é r i a s  d e  c r e s c i m e n t o  r á p i d o .  A l g u n s  d o  g e n e s  e n v o l v i d o s  n a  v i a  b i o s s i n t é t i c a  d o  M G L P  
e s t ã o  d e s c r i t o s  c o m o  s e n d o  e s s e n c i a i s  p a r a  o  c r e s c i m e n t o  d e  M .  t u b e r c u l o s i s ,  t o r n a n d o - o s  
p o t e n c i a i s  a l v o s  t e r a p ê u t i c o s .  
R e c e n t e m e n t e  f o i  d e s c o b e r t a  e m  m i c o b a c t é r i a s  u m a  n o v a  v i a  b i o s s i n t é t i c a  ( v i a  G l g E )  q u e  
c o n v e r t e  t r e a l o s e  e m  g l i c o g é n i o  a t r a v é s  d o  i n t e r m e d i á r i o  m a l t o s e - 1 - f o s f a t o .  E s t a  v i a  r e p r e s e n t a  
u m a  p o s s í v e l  a l t e r n a t i v a  p a r a  a  p o l i m e r i z a ç ã o  d e  M G L P ,  c u j a  e s t r u t u r a  b a s e  é  s e m e l h a n t e  à  
c a d e i a  p r i n c i p a l  d e  g l i c o g é n i o  n o  q u e  r e s p e i t a  à  l i g a ç ã o  e n t r e  g l u c o s e s .   
C o m o  u m a  d a s  p r i o r i d a d e s  n o  c o m b a t e  à  t u b e r c u l o s e  é  a  i d e n t i f i c a ç ã o  d e  n o v o s  a l v o s  
t e r a p ê u t i c o s ,  c o n s i d e r á m o s  i m p o r t a n t e  i d e n t i f i c a r  a  f u n ç ã o  e  c a r a c t e r i z a r  e n z i m a s  c o m  p r o v á v e l  
e n v o l v i m e n t o  n a  v i a  d o  M G L P  e  q u e  e s t i v e s s e m  s i m u l t a n e a m e n t e  d e s c r i t a s  c o m o  e s s e n c i a i s  
p a r a  o  c r e s c i m e n t o  d e  M .  t u b e r c u l o s i s .  P o r  r e u n i r e m  e s t a s  c o n d i ç õ e s ,  o  g e n e  R v 0 1 2 7 ,  
r e s p o n s á v e l  p e l a  s í n t e s e  d e  m a l t o s e - 1 - f o s f a t o ,  e  o  g e n e  R v 2 4 1 8 c ,  l o c a l i z a d o  n u m  o p e r ã o  q u e  
c o n t é m  a  e n z i m a  g l u c o s i l - 3 - f o s f o g l i c e r a t o  f o s f a t a s e ,  r e s p o n s á v e l  p e l a  p r o d u ç ã o  d o  s u b s t r a t o  
i n i c i a l  p a r a  o  M G L P ,  f o r a m  o s  a l v o s  s e l e c i o n a d o s  p a r a  e s t e  t r a b a l h o .  
O  t r a b a l h o  a q u i  a p r e s e n t a d o  c o n t r i b u i  p a r a  e l u c i d a r  a  e s t r u t u r a  d a  m a l t o c i n a s e  e  p a r a  a  
c a r a c t e r i z a ç ã o  f u n c i o n a l  d e  u m a  n o v a  e  a t í p i c a  o c t a n o i l t r a n s f e r a s e  a c r e s c e n t a d o  n o v a s  
p r e s p e c t i v a s  a  u m a  v i a  i n t r i n c a d a  e  v i t a l  d a  g l i c o b i o l o g i a  m i c o b a c t e r i a n a .  
  
v i i i  
 
 A b b r e v i a t i o n  l i s t  
 
 
A G    a r a b i n o g a l a c t a n   
A p p C p    n o n - h y d r o l y s a b l e  A T P  a n a l o g ,  a d e n o s i n e - 5 ’ -  [ (  ,  ) - m e t h y l e n o ]  t r i p h o s p h a t e  
A r a 6    h e x a - a r a b i n o s i d e  
C r O T    c a r n i t i n e  O - o c t a n o y l t r a n s f e r a s e  
D A T    d i - a c y l t r e h a l o s e s   
D G G    d i g l u c o s y l g l y c e r a t e  
D G G - O c t   o c t a n o y l a t e d  d i g l u c o s y l g y c e r a t e  ( s e e  6 - O c t - D G G  1  a n d  D G G - 3 - O c t  2  b e l l o w )  
D T N B    5 , 5 ' - d i t h i o b i s - 2 - n i t r o b e n z o i c  a c i d ,  E l l m a n ' s  R e a g e n t  
E L K    e u k a r y o t i c - l i k e  p r o t e i n  k i n a s e  
e P K s    e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e s  
F A    f a t t y  a c i d  
F A S    f a t t y  a c i d  s y n t h a s e  s y s t e m ;  F A S - I  o r  F A S - I I  
G A    g l y c e r i c  a c i d  
G G    g l u c o s y l g l y c e r a t e  
G O A T    m a m m a l i a n  g h r e l i n  O - a c y l t r a n s f e r a s e  
G P G    g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e   
H e x - C o A   h e x a n o y l - C o A  
L O S    l i p o o l i g o s a c c h a r i d e s  
M 1 P    m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  
M A   m y c o l i c  a c i d s   
m A G P    m y c o l y l - a r a b i n o g a l a c t a n - p e p t i d o g l y c a n  c o m p l e x  o r  P G - A G - M A  c o m p l e x  
M a k
M t b  
  m a l t o k i n a s e  f r o m  M .  t u b e r c u l o s i s  
M a k
M v a n
  m a l t o k i n a s e  f r o m  M .  v a n b a a l e n i i  
M a n T     - ( 1  4 ) - m a n n o s y l t r a n s f e r a s e   
M D R - T B   m u l t i d r u g - r e s i s t a n t  t u b e r c u l o s i s   
M G    m a n n o s y l g l y c e r a t e  
M G G    m a n n o s y l g l u c o s y l g l y c e r a t e  
M G L P s    6 - O - m e t h y l -  - D - g l u c o s e  l y p o p o l y s a c c h a r i d e s   
i x  
 
 M M P s    3 - O - m e t h y l - D - m a n n o s e  p o l y s a c c h a r i d e s  
M S    M a s s  S p e c t r o m e t r y  
M T B C    M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  c o m p l e x  
M T R K     b a c t e r i a l  5 - m e t h y l t h i o r i b o s e  k i n a s e  
N T M    n o n t u b e r c u l o u s  m y c o b a c t e r i a  
O c t - C o A   o c t a n o y l - C o A  
O c t - D G G   o c t a n o y l a t e d  d i g l u c o s y l g y c e r a t e  ( s e e  6 - O c t - D G G  1  a n d  D G G - 3 - O c t  2  b e l l o w )  
O c t - p N P   o c t a n o y l - p - n i t r o p h e n o l  
O c t T    o c t a n o y l t r a n s f e r a s e   
O M e t T    3 - O - m e t h y l t r a n s f e r a s e  
P A T    p o l y - a c y l t r e h a l o s e s  
P a t B    p e p t i d o g l y c a n  O - a c e t y l t r a n s f e r a s e  B  
P G    p e p t i d o g l y c a n  
P K L    p r o t e i n  k i n a s e – l i k e  
P M P S s    p o l y m e t h y l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  
R G M    r a p i d l y - g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  
S G M    s l o w l y - g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  
T 6 P    t r e h a l o s e - 6 - p h o s p h a t e  
T B    t u b e r c u l o s i s  
T D M    t r e h a l o s e  d i m y c o l a t e  
T L C    t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  
W T    w i l d - t y p e  
X D R - T B   e x t e n s i v e l y  d r u g  r e s i s t a n t  t u b e r c u l o s i s  
3 - P G A    D - 3 - p h o s p h o g l y c e r i c  a c i d  
6 - O c t - D G G  1  a n d  D G G - 3 - O c t  2    o c t a n o y l a t e d  d i g l u c o s y l g y c e r a t e  i n  p o s i t i o n s  C 6  O H  o f  
t h e  s e c o n d  g l u c o s e  a n d  C 3  o f  g l y c e r i c  a c i d ,  r e s p e c t i v e l y  
  
x  
 
 L i s t  o f  g e n e s  a n d  e n z y m e s  
 
 
A c T  p u t a t i v e  a c y l t r a n s f e r a s e  i n v o l v e d  i n  M G L P  b i o s y n t h e s i s  
D g g S  p u t a t i v e  d i g l u c o s y l g l y c e r a t e  s y n t h a s e  i n v o l v e d  i n  M G L P  
b i o s y n t h e s i s  
G g H  g l u c o s y l g l y c e r a t e  h y d r o l a s e  ( a l m o s t  e x c l u s i v e l y  d e t e c t e d  i n  R G M  
a n d  a b s e n t  f r o m  M .  t u b e r c u l o s i s )  
G l g A  ( R v 1 2 1 2 c )  
 - ( 1  4 ) - g l y c o s y l t r a n s f e r a s e  i n v o l v e d  i n  g l y c o g e n  a n d  c a p s u l a r  
g l u c a n  b i o s y n t h e s i s  
G l g B  ( R v 1 3 2 6 c )  
 - ( 1  4 ) - g l u c a n  b r a n c h i n g  e n z y m e  i n v o l v e d  i n  g l y c o g e n  a n d  
c a p s u l a r  g l u c a n  m e t a b o l i s m  a s  a  b r a n c h i n g  e n z y m e  a s  w e l l  a s  i n  t h e  
G l g E  p a t h w a y  
G l g C  ( R v 1 2 1 3 )  A D P - g l u c o s e  s y n t h a s e  i n v o l v e d  i n  g l y c o g e n  a n d  c a p s u l a r  g l u c a n  
b i o s y n t h e s i s  
G l g E  ( R v 1 3 2 7 c )  m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  m a l t o s y l t r a n s f e r a s e  u s i n g  t h e  m a l t o s y l  u n i t  i n  
m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  t o  e l o n g a t e  l i n a r   - ( 1  4 ) - g l u c a n s  
G p g P  ( R v 2 4 1 9 c )  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e  c a t a l y z i n g  t h e  
d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  t o  
g l u c o s y l g l y c e r a t e ,  c o n s i d e r e d  t h e  p r i m e r  f o r  M G L P  b i o s y n t h e s i s  
G p g S  ( R v 1 2 0 8 )  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  s y n t h a s e  c a t a l y z i n g  t h e  c o n d e n s a t i o n  
o f  N D P - g l u c o s e  a n d  3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  i n t o  g l u c o s y l - 3 -
p h o s p h o g l y c e r a t e ,  t h e  f i r s t  c o m m i t e d  s t e p  i n  M G L P  b i o s y n t h e s i s  
G T  
g l y c o s y l t r a n s f e r a s e   - ( 1  4 )  ( s e e  R v 3 0 3 2 ,  G l g A )  o r  
g l y c o s y l t r a n s f e r a s e   - ( 1  3 )  
M a k / P e p 2  ( R v 0 1 2 7 )  m a l t o k i n a s e  p h o s p h o r y l a t i n g  m a l t o s e  i n t o  m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e ,  
i n v o l v e d  i n  t h e  G l g E  p a t h w a y  
M e T  ( R v 3 0 3 0 / R v 3 0 3 7 c )  m e t h y l t r a n s f e r a s e s  p r o b a b l y  r e s p o n s i b l e  f o r  m e t h y l a t i o n  o f  M G L P  
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 3  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  
1 .   T h e  g e n u s  M y c o b a c t e r i u m  
 
M y c o b a c t e r i a  a r e  a  d i v e r s e  g r o u p  o f  b a c t e r i a  c l a s s i f i e d  i n  a  g e n u s  c o m p r i s i n g  o v e r  1 7 0  v a l i d a t e d  
s p e c i e s ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  L i s t  o f  P r o k a r y o t i c  n a m e s  w i t h  S t a n d i n g  i n  N o m e n c l a t u r e  
( h t t p : / / w w w . b a c t e r i o . n e t / ) ,  m o s t  o f  w h i c h  w i t h  a  s a p r o p h y t i c  l i f e s t y l e .  T h e  g e n u s  
M y c o b a c t e r i u m  b e l o n g s  t o  t h e  s u b o r d e r  C o r y n e b a c t e r i n e a e  o f  t h e  p h y l u m / c l a s s  A c t i n o b a c t e r i a  
a n d  g r o u p s  a l o n g s i d e  s e v e r a l  c l o s e l y  r e l a t e d  g e n e r a  o f  i n d u s t r i a l ,  c l i n i c a l  o r  e n v i r o n m e n t a l  
i m p o r t a n c e  s u c h  a s  C o r y n e b a c t e r i u m ,  N o c a r d i a ,  G o r d o n i a  a n d  R h o d o c o c c u s  ( H a r t m a n s  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .   
T r a d i t i o n a l l y ,  m y c o b a c t e r i a  c a n  b e  s e p a r a t e d  i n t o  t w o  m a j o r  g r o u p s  b a s e d  o n  t h e i r  g r o w t h  r a t e ,  
r e f l e c t e d  b y  t h e  c e l e r i t y  w i t h  w h i c h  t h e y  p r o d u c e  v i s i b l e  c o l o n i e s  o n  s o l i d  m e d i a  ( S i d d e r s  a n d  
S t o k e r ,  2 0 0 1 ) .  R a p i d l y - g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  ( R G M )  f o r m  v i s i b l e  c o l o n i e s  w i t h i n  s e v e n  d a y s  
w h i l e  c o l o n i e s  o f  s l o w l y - g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  ( S G M )  a p p e a r  l a t e r .  P a t h o g e n i c i t y  h a s  b e e n  o f t e n  
a s s o c i a t e d  w i t h  S G M  s u c h  a s  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s ,  w h e r e a s  r a p i d  g r o w t h  t e n d s  t o  b e  
c o n s i d e r e d  a n  a r c h e t y p a l  f e a t u r e  o f  e n v i r o n m e n t a l  s p e c i e s  t h a t  u s u a l l y  h a v e  a  s a p r o p h y t i c  
l i f e s t y l e .  F o r  e x a m p l e ,  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s  i s  a  s a p r o p h y t i c  R G M  t h a t  h a s  b e e n  w i d e l y  
u s e d  a s  a  m o d e l  t o  s t u d y  m y c o b a c t e r i a l  b i o l o g y ,  i t  f o r m s  c o l o n i e s  o n  a g a r  p l a t e s  w i t h i n  3 - 4  d a y s  
a n d  l a c k s  t h e  v i r u l e n t  p r o p e r t i e s  d e s c r i b e d  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  ( R e y r a t  a n d  K a h n ,  2 0 0 1 ;  B a s h i r i  
a n d  B a k e r ,  2 0 1 5 ) .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  g r o w i n g  n u m b e r s  o f  v a l i d  s p e c i e s  i n  t h i s  g e n u s  u n v e i l e d  
m a n y  e x c e p t i o n s  t o  t h i s  e m p i r i c a l  a s s o c i a t i o n  o f  p a t h o g e n i c i t y  a n d  g r o w t h  r a t e ,  f o r  e x a m p l e  t h e  
r a p i d l y - g r o w i n g  p a t h o g e n  M y c o b a c t e r i u m  a b s c e s s u s  t h a t  c a u s e s  s e r i o u s  p u l m o n a r y  i n f e c t i o n s  
a g a i n s t  w h i c h  v e r y  f e w  a n t i b i o t i c s  a r e  e f f e c t i v e  ( M e d j a h e d  e t  a l . ,  2 0 1 0 ;  N e s s a r  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  
T h e  m o s t  i n f a m o u s  m e m b e r s  o f  t h i s  g e n u s  a r e  M .  t u b e r c u l o s i s  a n d  M .  l e p r a e ,  t h e  e t i o l o g i c a l  
a g e n t s  o f  t u b e r c u l o s i s  ( T B )  a n d  l e p r o s y ,  r e s p e c t i v e l y ,  t w o  o f  t h e  m o s t  a n c i e n t  d i s e a s e s  k n o w n  t o  
m a n k i n d  ( G l i c k m a n  a n d  J a c o b s ,  2 0 0 1 ) .  T B  h a s  c l a i m e d  m o r e  l i v e s  t h a n  a n y  o t h e r  m i c r o b i a l  
p a t h o g e n  ( R o b e r t s  a n d  B u i k s t r a ,  2 0 0 3 )  a n d  r e m a i n s  t o d a y  o n e  o f  t h e  l e a d i n g  c a u s e s  o f  m o r b i d i t y  
a n d  m o r t a l i t y  t h r o u g h o u t  t h e  w o r l d  ( W H O ,  2 0 1 4 ) .  M o r e o v e r ,  i n  r e c e n t  y e a r s ,  t h e  o n c e  
c o n s i d e r e d  i n n o c u o u s  s a p r o p h y t i c  m y c o b a c t e r i a ,  d e s i g n a t e d  n o n t u b e r c u l o u s  m y c o b a c t e r i a  
( N T M ) ,  s t a r t e d  t o  g e t  r a m p a n t  a t t e n t i o n  b e c a u s e  o f  t h e i r  n e w l y  a c k n o w l e d g e d  r e l e v a n c e  a s  
a g e n t s  o f  b o t h  n o s o c o m i a l  a n d  a t y p i c a l  i n f e c t i o n s ,  h a v i n g  h i g h e r  e x p r e s s i o n  i n  p a t i e n t s  w i t h  c o -
m o r b i d i t i e s  o r  i n  i m m u n o c o m p r o m i s e d  p a t i e n t s ,  b u t  n e v e r t h e l e s s  a l s o  a f f e c t i n g  
i m m u n o c o m p e t e n t  i n d i v i d u a l s  ( T o r t o l i ,  2 0 0 9 ;  T o r t o l i ,  2 0 1 4 ) .
T h e r e  a r e  a  f e w  s p e c i e s  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  M .  t u b e r c u l o s i s  t h a t  d e s p i t e  d i f f e r i n g  w i d e l y  i n  t e r m s  
o f  t h e i r  h o s t  t r o p i s m  a n d  p h e n o t y p e  a r e  a l l  c a p a b l e  o f  c a u s i n g  a n i m a l  o r  h u m a n  t u b e r c u l o s i s ,  
n a m e l y  M .  a f r i c a n u m  ( r e s p o n s i b l e  f o r  h u m a n  T B  o u t b r e a k s  i n  A f r i c a ) ,  M .  b o v i s ,  M .  c a n e t t i i ,  M .  
m i c r o t i ,  M .  c a p r a e ,  M .  p i n n i p e d i i ,  a s  w e l l  a s  t h e  r e c e n t l y  a d d e d  m e m b e r s  M .  m u n g i ,  M .  o r y g i s ,  
a n d  M .  s u r i c a t t a e  ( T o r t o l i ,  2 0 1 4 ) .  T h e i r  p a t h o g e n i c  c h a r a c t e r i s t i c s  a s  w e l l  a s  a  g e n o m i c  s i m i l a r i t y  
a l l o w e d  t h e  i n c l u s i o n  o f  t h e s e  s p e c i e s  i n t o  a  g r o u p  d e s i g n a t e d  t h e  M .  t u b e r c u l o s i s  c o m p l e x  
( M T B C )  ( B r o s c h  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  T o r t o l i ,  2 0 1 4 ) .  M y c o b a c t e r i a  c a p a b l e  o f  c a u s i n g  T B  a r e  p r i m a r i l y  
t r a n s m i t t e d  v i a  a e r o s o l s  d i s s e m i n a t e d  b y  p a t i e n t s  w i t h  a c t i v e  p u l m o n a r y  T B  ( G l a z i o u  e t  a l . ,  
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2 0 1 5 ) .  R e c e n t l y ,  M .  t u b e r c u l o s i s  a n d  o t h e r  M T B C  m e m b e r s  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  m a i n t a i n  i t s  
v i r u l e n c e  f o r  e x t e n d e d  p e r i o d s  o f  t i m e  i n  s o i l  s a m p l e s  ( G h o d b a n e  e t  a l . ,  2 0 1 4 a ) .  
T h e  o u t c o m e  o f  T B  i n f e c t i o n  i s  h i g h l y  v a r i a b l e  a s  e x p o s u r e  c a n  b e  f o l l o w e d  b y  r a p i d  c l e a r a n c e  
t h r o u g h  i n n a t e  i m m u n i t y  o r  e s t a b l i s h m e n t  o f  a c t i v e  o r  l a t e n t  i n f e c t i o n ,  w h i c h  c a n  b e  r e -
a c t i v a t e d  a t  a  l a t e r  t i m e  i n  l i f e  ( O ' G a r r a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  M i l l e t  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  T h e  u n p r e d i c t a b i l i t y  i n  
d i s e a s e  o u t c o m e  i s  n o t  o n l y  a s s o c i a t e d  w i t h  v a r i a b i l i t y  i n  t h e  h o s t  r e s p o n s e s ,  a s s o c i a t e d  t o  t h e  
h o s t ’ s  g e n e t i c  s u s c e p t i b i l i t y  t o  i n f e c t i o n ,  b u t  a l s o  t o  k n o w n  r i s k  f a c t o r s  t h a t  i n c l u d e  u n d e r l y i n g  
c o - m o r b i d i t i e s  o r  i m m u n e  s u s c e p t i b i l i t i e s  a s s o c i a t e d  t o  H I V ,  d i a b e t e s ,  o r  m a l n u t r i t i o n  ( O ' G a r r a  
e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  B a t e s  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .  T h e  e s t a b l i s h m e n t  a n d  p r o g r e s s i o n  o f  m y c o b a c t e r i a l  i n f e c t i o n  
d e p e n d s  p r i m a r i l y  o n  t h e  p a t h o g e n ’ s  a b i l i t y  t o  s u b v e r t  t h e  h o s t ’ s  p h y s i o l o g i c a l  a n d  i m m u n e  
r e s p o n s e s  a n d  s u c c e s s f u l l y  s u r v i v e  w i t h i n  a n  i n f e c t e d  c e l l  ( D e y  a n d  B i s h a i ,  2 0 1 4 ) .  A s  s u c h ,  
t u b e r c u l o u s  m y c o b a c t e r i a  e v o l v e d  t o  p r e v e n t  t h e  m a t u r a t i o n  o f  p h a g o s o m e s  i n t o  
p h a g o l y s o s o m e s ,  a l l o w i n g  t h e i r  r e p l i c a t i o n  w i t h i n  p r o f e s s i o n a l  m a c r o p h a g e s ,  a n d  c r e a t i n g  a  
n i c h e  f o r  s u r v i v a l  ( O ' G a r r a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  A c t i v e  T B  d i s e a s e  c o m p r i s e s  a  r a n g e  o f  p r e s e n t a t i o n s ,  
i n c l u d i n g  t h e  c l a s s i c a l  p u l m o n a r y  T B ,  a n d  v a r i o u s  f o r m s  o f  e x t r a  p u l m o n a r y  d i s e a s e  t h a t  c a n  
a f f e c t  d i f f e r e n t  b o d y  s i t e s  a n d  c a n  p r o g r e s s  t o  a  m u l t i s y s t e m i c  d i s s e m i n a t e d  f o r m  o f  T B  
d e s i g n a t e d  m i l i a r y  T B  ( O ' G a r r a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  
 
1 .  1   T u b e r c u l o s i s :  a  b r i e f  h i s t o r i c a l  p r e s p e c t i v e  
 
T h e r e  a r e  t w o  m a i n  t h e o r i e s  f o r  t h e  o r i g i n  o f  h u m a n  t u b e r c u l o s i s  ( B r i t e s  a n d  G a g n e u x ,  2 0 1 5 )  
b o t h  d e f e n d i n g  t h a t  t h e  p a t h o g e n  e v o l v e d  f r o m  a n  a n c e s t r a l  e n v i r o n m e n t a l  b a c t e r i u m  v e r y  
s i m i l a r  t o  M .  c a n e t t i  ( S u p p l y  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  O n e  t h e o r y  a r g u e s  f o r  a n  a n i m a l  o r i g i n  o f  T B  a n d  
s u b s e q u e n t  t r a n s f e r  t o  h u m a n s  ( M i n n i k i n  e t  a l . ,  2 0 1 5 )  w h e r e a s  t h e  o t h e r  d e f e n d s  
M .  t u b e r c u l o s i s  c o - e v o l u t i o n  w i t h  h u m a n s  a n d  i t s  e m e r g e n c e  a s  a  h u m a n  p a t h o g e n  i n  E a s t  A f r i c a  
a r o u n d  7 0 . 0 0 0  y e a r s  a g o  ( C o m a s  e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  B r i t e s  a n d  G a g n e u x ,  2 0 1 5 ) .  T h e  d i s e a s e  m a y  t h e n  
h a v e  s p r e a d  o u t  o f  t h e  c o n t i n e n t  w i t h  t h e  f i r s t  ‘ O u t - o f - A f r i c a ’  m i g r a t i o n s  a n d  d i v e r s i f i e d  
f o l l o w i n g  t h e  m i g r a t i o n s  o f  h u m a n  p o p u l a t i o n s  t o  f o r m  t h e  g e o g r a p h i c a l l y  r e s t r i c t e d  l i n a g e s  
p l a g u i n g  h u m a n i t y  u n t i l  t o d a y  ( C o m a s  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  
C o n c r e t e  p r o o f  o f  T B  c a n  b e  t r a c e d  b a c k  t o  t h e  N e o l i t h i c  ( F o r m i c o l a  e t  a l . ,  1 9 8 7 ;  H e r s h k o v i t z  e t  
a l . ,  2 0 0 8 )  a n d  e v i d e n c e  i s  w i d e s p r e a d  i n  a n c i e n t  E g y p t  t h r o u g h  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  a r t  a n d  
m u m m i e s  p r e s e n t i n g  m o r p h o l o g i c a l  s k e l e t a l  c h a n g e s  c o n s i s t e n t  w i t h  T B  ( Z i n k  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
A l t h o u g h  p r e c i s e  d a t a  b e f o r e  t h e  1 9
t h
 c e n t u r y  i s  s c a r c e  i t  i s  k n o w n  t h a t  m o r t a l i t y  r a t e s  w e r e  
e x t r e m e l y  h i g h  a n d  t h a t  t h e  d i s e a s e  w a s  a n  e n i g m a  t o  p h y s i c i a n s .  I n  t h e  1 8 5 0 ’ s  T B  w a s  o n e  o f  
l e a d i n g  c a u s e s  o f  d e a t h ,  p a r t i c u l a r l y  i n  u r b a n  a r e a s ,  w i t h  a  m o r t a l i t y  r a t e  r a n g i n g  f r o m  0 . 4 %  i n  
E n g l a n d  ( M c K e o w n ,  1 9 7 6 )  t o  1 %  a t  t h e  p e a k  o f  t h e  e p i d e m i c  i n  s o m e  E u r o p e a n  m e t r o p o l i s  
( L ö n n r o t h  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  I n  1 8 8 2 ,  R o b e r t  K o c h  g a v e  h i s  h i s t o r i c  l e c t u r e  “ D i e  A e t i o l o g i e  d e r  
T u b e r c u l o s e ”  e n l i g h t e n i n g  t h e  c a u s e  o f  t h e  d i s e a s e  a f t e r  i d e n t i f y i n g  t h e  t u b e r c l e  b a c i l l u s  a n d  
d e m o n s t r a t i n g  u n e q u i v o c a l l y  T B  i n f e c t i o u s  e t i o l o g y  ( K o c h ,  1 9 8 2 ) .  I n  t h e  l a t e  1 9
t h
 c e n t u r y ,  i n  
W e s t e r n  E u r o p e  a n d  N o r t h  A m e r i c a ,  t h e r e  w a s  a  n o t i c e a b l e  d e c l i n e  i n  T B  d e a t h  r a t e s  w h i c h  c a n  
b e  p a r t l y  a t t r i b u t e d  t o  b e t t e r  l i v i n g  c o n d i t i o n s ,  s u c h  a s  i m p r o v e d  n u t r i t i o n  a n d  i n t r o d u c t i o n  o f  
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s a n i t a r y  m e a s u r e s ,  i n c l u d i n g  m e c h a n i s m s  t o  i s o l a t e  i n f e c t e d  p a t i e n t s  i n  s a n a t o r i a ,  p o s s i b l y  i n  
a d d i t i o n  t o  e p i d e m i o l o g i c a l  p h e n o m e n a  u n r e l a t e d  t o  h u m a n  i n t e r v e n t i o n ,  f o r  i n s t a n c e  a c q u i r e d  
i m m u n i t y  ( L ö n n r o t h  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  I n  1 9 2 1 ,  t h e  o n l y  v a c c i n e  t h a t  i s  c u r r e n t l y  i n  u s e  t o  p r e v e n t  T B  
i n f e c t i o n  w a s  i m p l e m e n t e d ,  t h e  B C G  v a c c i n e  ( Z w e r l i n g  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  D e v e l o p e d  f r o m  a n  
a t t e n u a t e d  M .  b o v i s  s t r a i n  t h e  v a c c i n e  i s  n e v e r t h e l e s s  n o t  t o t a l l y  e f f e c t i v e  i n  p r o t e c t i n g  
i n o c u l a t e d  i n d i v i d u a l s ,  e s p e c i a l l y  a d u l t s  a n d  c e r t a i n  p o p u l a t i o n s  e x p o s e d  t o  e n v i r o n m e n t a l  
m y c o b a c t e r i a l  a n t i g e n s  s i n c e  e a r l y  a g e  ( Z w e r l i n g  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  I n t r o d u c t i o n  o f  i s o n i a z i d  ( 1 9 5 2 ) ,  
p y r a z i n a m i d e  ( 1 9 5 4 ) ,  e t h a m b u t o l  ( 1 9 6 1 )  a n d  r i f a m p i c i n  ( 1 9 6 3 )  a s  a n t i - T B  a g e n t s  ( Z u m l a  e t  a l . ,  
2 0 1 3 )  d r a m a t i c a l l y  i m p r o v e d  T B  c o n t r o l  a n d  a f t e r  i m p l e m e n t a t i o n  o f  a  c o m b i n a t i o n  t h e r a p y  
w i t h  a  m i n i m u m  d u r a t i o n  o f  s i x  m o n t h s  ( G l a z i o u  e t  a l . ,  2 0 1 5 )  e r a d i c a t i n g  T B  a p p e a r e d  a  p o s s i b l e  
s c e n a r i o  ( C h a k r o b o r t y ,  2 0 1 1 ) .  T h e  a m i n o g l y c o s i d e  a n t i b i o t i c s  a s  w e l l  a s  m o s t  a v a i l a b l e  2
n d
 l i n e  
d r u g s  w e r e  a l s o  i n t r o d u c e d  i n  t h e  1 9 5 0 ’ s  a n d  1 9 6 0 ’ s .  S h o r t l y  a f t e r w a r d s  t h e  p l i g h t  o f  T B  w a s  i n  
s t e a d y  d e c l i n e  a n d  a r o u n d  1 9 8 0  i t  w a s  c o n s i d e r e d  a  d i s e a s e  o f  t h e  p a s t  ( Z u m l a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  
H o w e v e r ,  e m e r g e n c e  o f  t h e  H I V - A I D S  e p i d e m i c s ,  t h e  l a c k  o f  c o m p l i a n c e  w i t h  t h e  l o n g  
c h e m o t h e r a p e u t i c  c o u r s e s ,  i n a d e q u a t e  a c c e s s  t o  p r o p e r  m e d i c a l  c a r e  i n  d e v e l o p i n g  c o u n t r i e s ,  
a n d  i n  m o s t  r e c e n t  y e a r s ,  t h e  a g i n g  o f  t h e  p o p u l a t i o n  w i t h  t h e  e s c a l a t i o n  o f  c h r o n i c  d i s e a s e s  
s u c h  a s  d i a b e t e s  a n d  c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e ,  m a d e  i t  p o s s i b l e  f o r  T B  t o  r e a p p e a r ,  e s p e c i a l l y  i n  
t h e  c o n s i d e r a b l y  m o r e  d a n g e r o u s  f o r m s  o f  m u l t i d r u g  r e s i s t a n t  T B  ( M D R - T B )  a n d  e x t e n s i v e l y  
d r u g  r e s i s t a n t  T B  ( X D R - T B )  ( C o m a s  a n d  G a g n e u x ,  2 0 0 9 ) .  
I n  2 0 1 3  t h e r e  w e r e  9  m i l l i o n  n e w  T B  c a s e  n o t i f i c a t i o n s  w o r l d w i d e ,  5 %  o f  w h i c h  w e r e  e s t i m a t e d  
t o  b e  M D R - T B  i n c l u d i n g  a b o u t  9 %  X D R - T B  c a s e s  a m o n g  t h e  M D R - T B  f o r m s  ( W H O ,  2 0 1 4 ) .  T h e  
i n c i d e n c e  o f  a t y p i c a l  i n f e c t i o n s  b y  n o n t u b e r c u l o u s  m y c o b a c t e r i a  ( N T M ) ,  w h i c h  w e r e  
u n c o m m o n l y  o b s e r v e d  p r i o r  t o  t h e  o n s e t  o f  t h e  A I D S  e p i d e m i c ,  h a s  a l s o  i n c r e a s e d  w i t h  a  
f r i g h t e n i n g  s u r g e  i n  r e c e n t  y e a r s  p o s s i b l y  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  i m m u n e  f r a g i l i t i e s  i n  m o d e r n  
s o c i e t i e s  a n d  a n  a g e i n g  p o p u l a t i o n  w i t h  c h r o n i c  i l l n e s s e s  ( v a n  d e r  W e r f  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  N T M  a r e  
a l s o  a  c o n c e r n i n g  s o u r c e  o f  n o s o c o m i a l  i n f e c t i o n s  t o  h o s p i t a l i z e d  p a t i e n t s  w h i c h  r e l a t e s  t o  t h e i r  
e n v i r o n m e n t a l  u b i q u i t y  a n d  p o o r  d i s i n f e c t i o n  s t r a t e g i e s  o f  w a t e r  d i s t r i b u t i o n  s y s t e m s ,  w h i c h  a r e  
p o w e r f u l  d i s s e m i n a t i o n  s o u r c e s  o f  t h e  g e n e r a l l y  d i s i n f e c t a n t - r e s i s t a n t  N T M  ( F a l k i n h a m  I I I ,  
2 0 1 5 ) .  
R e g a r d l e s s  o f  p r e s s i n g  n e e d ,  t h e r e  h a s  o n l y  b e e n  o n e  i n t r o d u c t i o n  o f  a  n e w  c l a s s  o f  a n t i b i o t i c s  
( b e d a q u i l i n e )  f o r  T B  s i n c e  t h e  1 9 6 0 ’ s  b u t ,  d u e  t o  i t s  t o x i c i t y ,  i t  i s  o n l y  u s e d  i n  c o m b i n a t i o n  
t h e r a p y  f o r  t r e a t m e n t  o f  a d u l t s  w i t h  M D R - T B  w h e n  s t a n d a r d  t h e r a p i e s  b e c o m e  i n e f f e c t i v e  
( Z u m l a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  M o s t  r e c e n t l y ,  a t t e n t i o n  h a s  t u r n e d  t o  u n c u l t u r e d  b a c t e r i a  a s  a  p o t e n t i a l  
s o u r c e  o f  a n t i b a c t e r i a l  c o m p o u n d s  a n d  s o m e  a u t h o r s  d e v e l o p e d  s e v e r a l  i n n o v a t i v e  m e t h o d s  t o  
g r o w  u n c u l t u r e d  o r g a n i s m s ,  w h i c h  e n a b l e d  t h e m  t o  i s o l a t e  p r o m i s i n g  n e w  a n t i b a c t e r i a l  
c o m p o u n d s  ( N i c h o l s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  U s u a l l y  M .  t u b e r c u l o s i s  s l o w  g r o w t h  m a k e s  c l i n i c a l  d i a g n o s i s  
a n d  a n t i b i o t i c  s u s c e p t i b i l i t y  t e s t i n g  d i f f i c u l t .  H o w e v e r ,  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  i m p r o v e d  m e d i u m  
i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  o p t i m i z e d  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  a l l o w e d  a  d r a m a t i c  r e d u c t i o n  i n  c u l t u r e  t i m e  
f r o m  o v e r  7  d a y s  t o  3  d a y s .  T h e  s u b s e q u e n t  d e v e l o p m e n t  o f  r a p i d  a n t i b i o t i c  s u s c e p t i b i l i t y  t e s t i n g  
c o u l d  d e t e c t  r e s i s t a n c e  w i t h i n  a  r e a s o n a b l e  t i m e f r a m e  ( G h o d b a n e  e t  a l . ,  2 0 1 4 b ) .  D e s p i t e  t h e s e  
d i s t a n t  p r o m i s e s ,  t h e  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e  t h e r a p i e s  t a r g e t  o n l y  a  f e w  c e l l  f u n c t i o n s  a n d  t h e  
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g r o w i n g  n u m b e r  o f  d r u g - r e s i s t a n t  s t r a i n s  u r g e s  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s h o r t e r  a n d  m o r e  
e f f e c t i v e  T B  t r e a t m e n t s  a n d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  n e w  d r u g  t a r g e t s ,  i n  a d d i t i o n  t o  a n  i m p r o v e d  
u n d e r s t a n d i n g  o f  m y c o b a c t e r i a l  p h y s i o l o g y  ( Z u m l a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  
 
2 .   T h e  m y c o b a c t e r i a l  c e l l  e n v e l o p e  
 
M y c o b a c t e r i a  p o s s e s s  a  u n i q u e  c e l l  e n v e l o p e  w h i c h  i s  a  t h i c k  l i p i d - r i c h  s t r u c t u r e  w i t h  c o m p l e x  
c a r b o h y d r a t e s ,  g l o b a l l y  p r o v i d i n g  t h e  b a c t e r i a  w i t h  t h e  a b i l i t y  t o  s u r v i v e  i n  h a r s h  e n v i r o n m e n t s ,  
a l s o  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e s e  o r g a n i s m s ’  p a t h o g e n i c i t y  a n d  s u r v i v a l  w i t h i n  m a c r o p h a g e  
p h a g o l y s o s o m e s  a s  w e l l  a s  i m p e r m e a b i l i t y  t o  d i v e r s e  a n t i m i c r o b i a l  c o m p o u n d s  ( D a f f é  e t  a l . ,  
2 0 1 4 ) .  T h e  m o s t  s i g n i f i c a n t  s t u d i e s  o n  m y c o b a c t e r i a l  c e l l  e n v e l o p e  a r c h i t e c t u r e  w e r e  c o n d u c t e d  
i n  t h e  1 9 6 0 ’ s ,  1 9 7 0 ’ s  a n d  e a r l y  1 9 8 0 ’ s  w h e n  D a v i d  E .  M i n n i k i n  p r o p o s e d  t h e  c u r r e n t l y  a c c e p t e d  
m o d e l  f o r  t h i s  s t r u c t u r e  ( M i n n i k i n ,  1 9 8 2 ) .  H o w e v e r  i t  w a s  o n l y  r e c e n t l y  t h a t  d e v e l o p m e n t s  i n  
a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  a n d  u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s ,  c o m b i n e d  w i t h  t h e  d e c i p h e r i n g  o f  t h e  M .  
t u b e r c u l o s i s  g e n o m e ,  a l l o w e d  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h i s  r e m a r k a b l e  s t r u c t u r e  a n d  m a n y  
d e t a i l s  o f  i t s  b i o s y n t h e s i s  ( B r e n n a n ,  2 0 0 3 ) .  
T h e  c e l l  e n v e l o p e  i s  a  m u l t i l a y e r e d  s t r u c t u r e  c o m p o s e d  b y  a  p l a s m a  m e m b r a n e  s u r r o u n d e d  b y  
a n  i n t e r m e d i a t e  h e t e r o g e n e o u s  c e l l  w a l l ,  a n d  a  l o o s e l y  a s s o c i a t e d  o u t e r  c a p s u l e  ( F i g u r e  1 . 1 )  
( H o f f m a n n  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  S a n i  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  T h e  i n n e r m o s t  l e a f l e t  o f  t h e  c e l l  w a l l  c o n s i s t s  o f  
p e p t i d o g l y c a n  ( P G )  c o n v a l e n t l y  l i n k e d  t o  a r a b i n o g a l a c t a n  ( A G )  a n d  e s t e r i f i e d  t o  l o n g - c h a i n  ( C 6 0 –
C 9 0 )  f a t t y  a c i d s  c a l l e d  m y c o l i c  a c i d s  ( M A ) ,  f o r m i n g  a  c o m p l e x  k n o w n  a s  t h e  P G - A G - M A  ( o r  m A G P ,  
m y c o l y l - a r a b i n o g a l a c t a n - p e p t i d o g l y c a n  c o m p l e x )  t h a t  e x t e n d s  f r o m  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  
o u t w a r d  i n  l a y e r s  ( J a n k u t e  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h i s  i s  t h e  e s s e n t i a l  c o r e  o f  t h e  c e l l  w a l l  r e s p o n s i b l e  f o r  
s u r v i v a l  u n d e r  h a r s h  c o n d i t i o n s  b e i n g  a n  i n s o l u b l e  c o m p l e x  t a r g e t e d  b y  m o s t  d r u g s  u s e d  a g a i n s t  
T B  ( H e t t  a n d  R u b i n ,  2 0 0 8 ;  D a f f é  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  o u t e r m o s t  l e a f l e t  o f  t h e  c e l l  w a l l  i s  t h e  
m y c o m e m b r a n e ,  a n  i m p o r t a n t  p e r m e a b i l i t y  b a r r i e r  f o r m e d  b y  a  d e n s e l y  p a c k e d  l i p i d  b i l a y e r  t h a t  
c o n s i s t s  m a i n l y  o f  m y c o l i c  a c i d s .  T h e s e  m y c o l i c  a c i d s  a r e  p r e s e n t  i n  t w o  m a i n  f o r m s :  p a r t l y  l i n k e d  
t o  t h e  c e l l  w a l l  A G  a n d  p a r t l y  a s  f r e e  e s t e r s  o f  t r e h a l o s e  i n  t h e  f o r m  o f  t r e h a l o s e  d i m y c o l a t e  
( T D M ) ,  t h e  l a t t e r  a r e  i n t e r c a l a t e d  w i t h  a n  a s s o r t m e n t  o f  f r e e  g l y c o l i p i d s ,  l i p o g l y c a n s  a n d  p r o t e i n s  
( Z u b e r  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  D a f f é  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  F i n a l l y ,  t h e  c a p s u l e  i s  a n  i l l - d e f i n e d  l a y e r  f o u n d  i n  b o t h  
p a t h o g e n i c  a n d  n o n - p a t h o g e n i c  m y c o b a c t e r i a  a n d  d o m i n a t e d  b y  l i p o g l y c a n s  a n d  p r o t e i n s  t h a t  
c o n t r i b u t e  t o  m o d u l a t i o n  o f  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e s  ( S a n i  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  ( F i g u r e  1 . 1 ) .  
 
2 .  1   C e l l  w a l l  c o r e  
 
T h e  c e l l  w a l l  c o r e  i n c l u d e s  t h e  p e p t i d o g l y c a n  ( P G )  c o v a l e n t l y  l i n k e d  t o  t h e  r e d u c i n g  e n d  o f  
a r a b i n o g a l a c t a n  ( A G )  t h r o u g h  a  d i s a c c h a r i d e  l i n k e r  e s s e n t i a l  f o r  i t s  s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y ,  a n d  
f i n a l l y  m y c o l i c  a c i d s  l i n k e d  t o  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  n o n - r e d u c i n g  e n d  o f  t h e  A G .  T h i s  s t r u c t u r e  i s  
t h e  m o s t  i n v a r i a b l e  a r r a n g e m e n t  a c r o s s  t h e  M y c o b a c t e r i u m  g e n u s  ( J a c k s o n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  
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F i g u r e  1 . 1  -  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  c e l l  e n v e l o p e  h i g h l i g h t i n g  i t s  m a j o r  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  
c o n s i s t i n g  o f  a  i n n e r  p l a s m a  m e m b r a n e ,  a n  i n t e r m e d i a t e  c e l l  w a l l  c o r e ,  t h e  m y c o l i c  a c i d s - c o n t a i n i n g  m y c o m e m b r a n e  
a n d ,  a c c o r d i n g  t o  r e c e n t  s t u d i e s ,  a  c a p s u l e  a n d  a  p e r i p l a s m i c  r e g i o n  ( H o f f m a n n  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  T h e  o v e r a l l  s c h e m a t i c  
a n d  i n d i v i d u a l  s t r u c t u r e s  a r e  n o t  d r a w n  t o  s c a l e .  D i m e n s i o n s  s u g g e s t e d  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  p r o p o s e  a  p l a s m a  
m e m b r a n e  w i t h  ~ 7  n m ,  a  p e r i p l a s m  w i t h  ~ 1 6 - 1 9  n m ,  P G + A G  w i t h  ~ 7 . 5  n m ,  t h e  m y c o m e m b r a n e  w i t h  ~  8  n m  a n d  a  
c a p s u l e  u p  t o  4 0  n m  t h i c k  ( H o f f m a n n  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  Z u b e r  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  S a n i  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  B o t h  t h e  M A s  c o n n e c t e d  t o  
A G  a n d  t h e  e x t r a c t a b l e  e s t e r s  a r e  p r e s e n t e d  i n  f o l d e d  c o n f o r m a t i o n  i n  o r d e r  t o  f i t  i n t o  t h e  o u t e r  m e m b r a n e  o f  t h e  
c e l l  w a l l  ( Z u b e r  e t  a l . ,  2 0 0 8 )  a n d  a r e  s h o w n  i n  t h e  f o l d e d  “ w ”  c o m p a c t  c o n f o r m a t i o n  a s  s u g g e s t e d  b y  G r o e n e w a l d  e t  
a l .  ( 2 0 1 4 ) .  F o r  s i m p l i c i t y  o n l y   - M A  w i t h  d o u b l e  c y c l o p r o p a n a t i o n  a r e  r e p r e s e n t e d .  M u r N A c ,  N - a c e t y l m u r a m i c  a c i d ;  
M u r N G l y ,  N - g l y c o l y l m u r a m i c  a c i d ;  G l c N A c ,  N - a c e t y l g l u c o s a m i n e .  A d a p t e d  f r o m  ( J a c k s o n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  D a f f é  e t  a l . ,  
2 0 1 4 ;  K i e s e r  a n d  R u b i n ,  2 0 1 4 ;  N o b r e  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  
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T h e  P G  l a y e r  f o r m s  t h e  b a c k b o n e  o f  t h e  c e l l  e n v e l o p e  c o n f e r r i n g  r i g i d i t y  a n d  i n t e g r i t y  t o  t h e  c e l l  
a n d  a l l o w i n g  i t  t o  w i t h s t a n d  c h a n g e s  i n  o s m o t i c  p r e s s u r e  ( M a h a p a t r a  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  P a v e l k a  e t  a l . ,  
2 0 1 4 ) .  M y c o b a c t e r i a l  P G  i s  c o m p o s e d  o f  a  g l y c a n  c h a i n  o f   	          
  - ( 1  4 ) - l i n k e d  N -
a c e t y l g l u c o s a m i n e  ( G l c N A c )  a n d  N - a c e t y l m u r a m i c  a c i d  ( M u r N A c )  r e s i d u e s ,  s o m e  o f  w h i c h  
m o d i f i e d  a s  f o l l o w s  ( K i e s e r  a n d  R u b i n ,  2 0 1 4 ;  P a v e l k a  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  m u r a m i c  a c i d  r e s i d u e s  
c o n t a i n  a  m i x t u r e  o f  N - a c e t y l  a n d  N - g l y c o l y l  d e r i v a t i v e s  f o r m i n g  M u r N G l y .  T h i s  m o d i f i c a t i o n  i s  
p r e s e n t  i n  m y c o b a c t e r i a  a n d  c l o s e l y  r e l a t e d  o r g a n i s m s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  M .  l e p r a e  
( M a h a p a t r a  e t  a l . ,  2 0 0 8 )  a n d  i s  a  h a l l m a r k  o f  t h e  g e n e r a  ( M o y n i h a n  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e s e  a d d i t i o n a l  
g l y c o l y l - c o n t a i n i n g  r e s i d u e s  r e s u l t  i n  e x t r a  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  w h i c h  s h o u l d  s t r e n g t h e n  t h e  
m e s h - l i k e  s t r u c t u r e  a n d  p r o t e c t  t h e  o r g a n i s m  f r o m  l y s o z y m e  d e g r a d a t i o n  ( H e t t  a n d  R u b i n ,  2 0 0 8 )  
a l s o  c o n t r i b u t i n g  t o  e n h a n c e d  i m m u n o g e n i c i t y  ( H a n s e n  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  M y c o b a c t e r i a l  P G  h a s  1 2 %  
o f  i t s  m u r a m i c  a c i d  r e s i d u e s  c o v a l e n t l y  a t t a c h e d  t o  t h e  d i s a c c h a r i d e  l i n k e r  w h i c h  i s  i n  t u r n  
c o n n e c t e d  t o  t h e  r e d u c i n g  e n d  o f  A G  ( J a n k u t e  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  ( F i g u r e  1 . 1 ) .  
A r a b i n o g a l a c t a n  i s  c o m p o s e d  o f  D - a r a b i n o f u r a n o s y l  ( A r a f )  a n d  D - g a l a c t o f u r a n o s y l  ( G a l f )  r e s i d u e s  
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  - ( 1  6 )  
l i n k e d  G a l f  r e s i d u e s  a n c h o r e d  i n t o  t h e  t h e  l i n k e r  u n i t .  T h r e e  D - a r a b i n a n  c h a i n s  c o m p r i s e d  o f  2 2  
o r  2 3  A r a f  r e s i d u e s  a r e  a f f i x e d  t o  t h e  C - 5  o f  t h e  8
t h
,  1 0
t h
 a n d  1 2
t h
 G a l f  r e s i d u e  o f  t h i s  l i n e a r  c h a i n  
( F i g u r e  1 . 1 ) .  T h e  a r a b i n a n  d o m a i n  i s  p r e s e n t  a s  a  h i g h l y  b r a n c h e d  n e t w o r k  t h a t  h a s  a  d i s t i n c t  
m o t i f  o f  h e x a - a r a b i n o s i d e  ( A r a 6 )  a t  i t s  n o n - r e d u c i n g  e n d ,  t h e  p l a c e  o f  m y c o l i c  a c i d  a t t a c h m e n t ,  
w i t h  r o u g h l y  t w o - t h i r d s  o f  t h e  A r a 6  m o t i f s  m y c o l a t e d  ( J a n k u t e  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  A G  l a y e r  i s  q u i t e  
f l e x i b l e  a n d  i t  p r e s e n t s  i n  a  v e r y  d e n s e l y  p a c k e d  c o n f i g u r a t i o n  ( J a c k s o n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  
 
2 .  1 .  1   M y c o m e m b r a n e  s t r u c t u r e  
 
T h e  p r e s e n c e  o f  h i  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  - h y d r o x y  f a t t y  a c i d s ,  c a l l e d  m y c o l i c  a c i d s  ( M A s )  
i s  a  h a l l m a r k  o f  m y c o b a c t e r i a  a n d  s o m e  m e m b e r s  o f  t h e  s u b o r d e r  C o r y n e b a c t e r i n e a e  ( T a k a y a m a  
e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e s e  a r e  l o n g - c h a i n  f a t t y  a c i d s  ( F A s )  t h a t  h a v e  t w o - b r a n c h e s ,  t h e  s h o r t  s a t u r a t e d  
 	 !  	 
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  - b r a n c h ,  b e c a u s e  i t  i s  i n  t h e    ( o r  2 )  p o s i t i o n  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  c a r b o x y l i c  
a c i d  g r o u p ,  a n d  t h e  l o n g e r  c h a i n  i s  n a m e d  m e r o a l d e h y d e  w h i c h  i s  i n  t h e   
 ( o r  3 )  p o s i t i o n  r e l a t i v e  
t o  t h e  c a r b o x y l i c  g r o u p  ( #    $  &  ! 
    
 *      " 
 <  = > ;  M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  ( F i g u r e  1 . 2 ) .  
M y c o l i c  a c i d s  d i f f e r  i n  l e n g t h  a c r o s s  g e n e r a  a n d  a  r e c e n t  d i s c o v e r y  “ d e t h r o n e d ”  M y c o b a c t e r i u m  
a s  t h e  p r o d u c e r  o f  t h e  l o n g e s t  m y c o l a t e  c h a i n s ,  a  t i t l e  n o w  e a r n e d  b y  S e g n i l i p a r u s  r o t u n d u s ,  a  
r a p i d l y - g r o w i n g  b a c t e r i u m  i s o l a t e d  f r o m  t h e  h u m a n  r e s p i r a t o r y  t r a c t  t h a t  p r o d u c e s  m y c o l a t e s  
( t e r m e d  s e g n i l o m y c o l a t e s )  r a n g i n g  f r o m  5 8 - 1 0 0  c a r b o n s ,  i n  c o n t r a s t  t o  m y c o b a c t e r i a l  M A s  t h a t  
c o n t a i n  6 0 - 9 0  c a r b o n s  ( H o n g  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  M A s  a r e  v e r y  d i v e r s e  a s  w e l l  a s  g e n u s  a n d  s p e c i e s -
s p e c i f i c  m o l e c u l e s  ( M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  t h a t  v a r y  n o t  o n l y  i n  c h a i n  l e n g t h s  b u t  a l s o  i n  c h e m i c a l  
f u n c t i o n s ,  w h i c h  d e p e n d  o n  e n z y m a t i c a l l y  i n t r o d u c e d  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n s  i n  t h e  
m e r o m y c o l a t e  c h a i n  ( B a r r y  I I I  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  C h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n s  o c c u r  i n  o n l y  t w o  p o s i t i o n s  
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  - h y d r o x y  g r o u p  ( F i g u r e  
1 . 2 ) .  T h e y  c a n  i n c l u d e  p o l a r  m o d i f i c a t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  a d d i c t i o n  o f  k e t o ,  e p o x y ,  a n d  m e t h o x y  
f u n c t i o n a l  g r o u p s  ( u s u a l l y  r e s t r i c t e d  t o  t h e  d i s t a l  p o s i t i o n )  o r  n o n p o l a r  m o d i f i c a t i o n s  s u c h  a s  
 
 
 9  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  
d o u b l e  b o n d s  o r  c y c l o p r o p a n e  r i n g s  ( #    $  &  ! 
    
 *      " 
 <  = > ) .  E a c h  m y c o b a c t e r i a l  s p e c i e s  
i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  s p e c i f i c  m y c o l i c  a c i d  p r o f i l e  ( #    $  &  ! 
    
 *      " 
 <  = > ;  B a r r y  I I I  e t  a l . ,  
1 9 9 8 )  w h i c h  g e n e r a l l y  c a n  b e  r e l a t e d  t o  g r o w t h  r a t e  a n d  p a t h o g e n i c i t y  ( L a v a l  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e  
f u n c t i o n a l  g r o u p s  p r e s e n t  i n  t h e  m e r o m y c o l a t e  c h a i n  a f f e c t  t h e  p a c k i n g  o f  t h e  l o n g  h y d r o c a r b o n  
c h a i n s ,  t h e r e b y  i n f l u e n c i n g  t h e  i n t r i n s i c  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  o f  t h e  c e l l  e n v e l o p e  ( W a t a n a b e  
e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  B a r r y  I I I  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
 
 
F i g u r e  1 . 2  -        	 
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M A s  c o n s t i t u t e  a b o u t  6 0 %  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  c e l l  w a l l  d r y  w e i g h t  a n d  c a n  b e  f o u n d  m a i n l y  i n  
t h r e e  d i f f e r e n t  f o r m s  f u l f i l i n g  d i f f e r e n t  f u n c t i o n s ,  ( i )  b o u n d  t o  t h e  a r a b i n o g a l a c t a n  o f  t h e  c e l l  
w a l l  i n  p a r a l l e l  a r r a n g e m e n t  ( t h e  M A s  t h a t  c o m p o s e  t h e  c e l l  w a l l  c o r e  a r e  t h e  m a j o r i t y  o f  M A s  
f o u n d  i n  m y c o b a c t e r i a ) ,  ( i i )  i n  c e l l  w a l l  e x t r a c t a b l e  e s t e r s  s u c h  a s  T D M ,  ( i i i )  o r  s e c r e t e d  a s  f r e e  
M A s  ( #    $  &  ! 
    
 *      " 
 <  = > ;  M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  m o s t  i m p o r t a n t  c h a r a c t e r i s t i c s  
c o n f e r r e d  b y  M A s  i n c l u d e  l o w  p e r m e a b i l i t y  t o  c h e m i c a l s  ( i n c l u d i n g  a n t i b i o t i c s )  a n d  r e s i s t a n c e  t o  
c h e m i c a l  i n j u r y  a n d  d e h y d r a t i o n ,  w h i c h  a l l o w  m y c o b a c t e r i a  t o  s u r v i v e  w i t h i n  m a c r o p h a g e  
p h a g o l y s o s o m e s  a n d  o t h e r  i n h o s p i t a b l e  e n v i r o n m e n t s  s u c h  a s  d u s t  p a r t i c l e s  o r  s o i l  ( B a r r y  I I I  e t  
a l . ,  1 9 9 8 ;  N o b r e  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  
 
( i ) C e l l  w a l l  b o u n d  M A s  
S e v e r a l  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  m y c o b a c t e r i a l  c e l l  w a l l  i s  a s y m m e t r i c ,  w i t h  t h e  o u t e r  l e a f l e t  
b e i n g  m o d e r a t e l y  f l u i d  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  i n n e r  l e a f l e t  h a v i n g  v e r y  l o w  f l u i d i t y  ( H o n g  a n d  
H o p f i n g e r ,  2 0 0 4 ;  L i u  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) .  T h i s  m a y  b e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  u n i q u e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e s  o f  
M A s  w i t h  t h e i r  m o s t l y  s a t u r a t e d  h y d r o c a r b o n  c h a i n s ,  s i n c e  l i p i d s  c o n t a i n i n g  l o n g e r  h y d r o c a r b o n  
c h a i n s  a n d  f e w e r  u n s a t u r a t i o n s  t e n d  t o  b e c o m e  p a c k e d  t i g h t l y  a g a i n s t  e a c h  o t h e r  ( L i u  e t  a l . ,  
1 9 9 5 ) .  A l s o  t h e  e x c e p t i o n a l l y  f l e x i b l e  s t r u c t u r e  o f  t h e  t e r m i n a l  h e x a - a r a b i n o s e  i n  t h e  A G  c e l l  w a l l  
c o r e  l i k e l y  f a c i l i t a t e s  t h e  l a t e r a l  p a c k i n g  o f  m y c o l i c  a c i d  c h a i n s  ( H o n g  a n d  H o p f i n g e r ,  2 0 0 4 ) .  
H o w e v e r ,  r e c e n t  c r y o - e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m y c o b a c t e r i a l  o u t e r  
m e m b r a n e  i s  m o r p h o l o g i c a l l y  s y m m e t r i c a l  a n d  t h a t  f r e e  l i p i d s ,  w i t h  h e t e r o g e n e o u s  h e a d  
g r o u p s ,  a r e  d i s t r i b u t e d  o v e r  b o t h  m y c o m e m b r a n e  l e a f l e t s  a n d  n o t  r e s t r i c t e d  t o  t h e  o u t e r  l e a f l e t  
a l o n e ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  p r e v i o u s  p r e s e n t e d  m o d e l s  ( H o f f m a n n  e t  a l . ,  2 0 0 8 )  w h e r e  t h e  i n n e r  
l e a f l e t  v e r y  l o w  f l u i d i t y  w a s  t h o u g h t  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  o v e r a l l  l o w  p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  c e l l  w a l l  
( B a r r y  I I I  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
A n  i m p o r t a n t  p r o p e r t y  o f  b i o l o g i c a l  m e m b r a n e s  i s  t o  m a i n t a i n  a  s t a b l e  c e l l  f u n c t i o n ,  t o  t h a t  e n d  
c o n t r o l l i n g  f l u i d i t y  a n d  p r e s e r v i n g  t h e  f u n c t i o n  o f  i n t e g r a l  m e m b r a n e  p r o t e i n s  i s  p i v o t a l .  A l l  
 
 
 1 0  C h a p t e r  1   
o r g a n i s m s  c a n  m o d i f y  m e m b r a n e  f l u i d i t y  i n  r e s p o n s e  t o  e n v i r o n m e n t a l  t e m p e r a t u r e  c h a n g e s  
w h i c h  i s  g e n e r a l l y  a c h i e v e d  b y  i n d u c i n g  v a r i a t i o n  i n  l i p i d  s t r u c t u r e  ( M a n s i l l a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I n  t h e  
c a s e  o f  E .  c o l i  t h e  m e c h a n i s m s  o f  a d a p t a t i o n  a r e  k n o w n  t o  o c c u r  m o s t l y  i n  m e m b r a n e  
p h o s p h o l i p i d s  ( M a n s i l l a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I n  t h e  p a r t i c u l a r  c a s e  o f  m y c o b a c t e r i a  t h e  m e c h a n i s m s  b y  
w h i c h  t h e y  a d a p t  t o  c h a n g e s  i n  t e m p e r a t u r e  a r e  l e s s  k n o w n  h o w e v e r  t h e y  a p p e a r  t o  a d j u s t  b y  
v a r y i n g  e n v e l o p  l i p i d  c o m p o s i t i o n ,  e s p e c i a l l y  a t  M A  l e v e l ,  b y  a l t e r i n g :  ( a )  t h e  l e n g t h  o f  t h e  
m e r o m y c o l a t e  c h a i n  ( i n c r e a s i n g  c h a i n  l e n g t h  i n  r e s p o n s e  t o  r i s i n g  t e m p e r a t u r e s )  ( T o r i y a m a  e t  
a l . ,  1 9 8 0 ;  B a b a  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  L i u  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) ,  ( b )  t h e  r a t i o  o f  c i s / t r a n s  g e o m e t r y  a t  t h e  p r o x i m a l  
p o s i t i o n  a n d  ( L i u  e t  a l . ,  1 9 9 6 )  ( c )  t h e  r a t i o  t h e  o f  t h e  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  M A s  ( B a b a  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  
K r e m e r  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  T h e s e  m o d i f i c a t i o n s  a r e  i m p o r t a n t  t o  m a i n t a i n  t h e  v i a b i l i t y  a n d  l o w  
p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  c e l l  e n v e l o p e .  
 
( i i ) C e l l  w a l l  e x t r a c t a b l e  e s t e r s   
M y c o l i c  a c i d s  i n  t h e  e x t r a c t a b l e  l i p i d  f r a c t i o n  e x i s t  p r e d o m i n a n t l y  l i n k e d  t o  t r e h a l o s e  i n  t h e  f o r m  
o f  t r e h a l o s e  d i m y c o l a t e  ( T D M )  o r  m o r e  r a r e l y  l i n k e d  t o  g l y c e r o l  ( R o m b o u t s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ;  L a y r e  e t  
a l . ,  2 0 0 9 )  o r  g l u c o s e  ( M a t s u n a g a  e t  a l . ,  2 0 0 8 )  ( F i g u r e  1 . 1 ) .  T D M  e x i s t s  m a n l y  i n  t h e  o u t e r  l a y e r  
o f  t h e  m y c o m e m b r a n e ,  w h i c h  c o n t a i n s  v a r i o u s  o t h e r  f r e e  l i p i d s  i n t e r c a l a t e d  w i t h  t h e  M A  e s t e r s .  
T h e s e  c o m p r i s e ,  f o r  e x a m p l e ,  p h e n o l i c  g l y c o l i p i d s  ( w h i c h  a r e  d i m y c o c e r o s a t e  e s t e r s  o f  
p h e n o l p h t h i o c e r o l )  a n d  a  m y r i a d  o f  o t h e r  t r e h a l o s e - e s t e r s ,  i n c l u d i n g  d i -  a n d  p o l y - a c y l t r e h a l o s e s  
( D A T s ,  a n d  P A T s ) ,  s u l f o l i p i d s  ( S L s ) ,  a n d  l i p o o l i g o s a c c h a r i d e s  ( L O S s )  ( N o b r e  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  a l l  o f  
t h e s e  i m p l i c a t e d  i n  p a t h o g e n - h o s t  c r o s s t a l k  o r  v i r u l e n c e .  S o m e  o f  t h e s e  t r e h a l o s e  e s t e r s  h a v e  a  
s p e c i e s - s p e c i f i c  d i s t r i b u t i o n  ( f o r  e x a m p l e  D A T  a n d  P A T  a r e  u n i q u e  t o  s o m e  s p e c i e s  o f  t h e  M .  
t u b e r c u l o s i s  c o m p l e x )  ( N o b r e  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .
T D M ,  a l s o  c a l l e d  c o r d  f a c t o r ,  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  r o u g h  m o r p h o l o g y  o f  s o m e  m y c o b a c t e r i a l  
c o l o n i e s  a l t h o u g h  i t  w a s  l a t e r  d e m o n s t r a t e d  t h a t  ‘ n o n - c o r d i n g ’  m y c o b a c t e r i a  a l s o  p r o d u c e  T D M ,  
c o n f i r m i n g  t h a t  t h i s  s t r u c t u r e  c o u l d  n o t  b e  s o l e l y  r e s p o n s i b l e  f o r  c o r d  f o r m a t i o n  ( H u n t e r  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  T D M  r e p r e s e n t s  t h e  m o s t  a b u n d a n t  a n t i g e n i c  s u r f a c e - e x p o s e d  e x t r a c t a b l e  l i p i d  o f  M .  
t u b e r c u l o s i s  a n d  a c t i v e l y  p a r t i c i p a t e s  i n  b l o c k i n g  p h a g o s o m e  m a t u r a t i o n  d u r i n g  i n f e c t i o n ,  a l s o  
c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  t u b e r c u l o s i s  ( A x e l r o d  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  T r e h a l o s e  m o n o m y c o l a t e  
( T M M )  i s  a l s o  a  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  t h e  e n v e l o p e  a n d  t h e  T D M  p r e c u r s o r  ( #    $  &  ! 
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K r e m e r ,  2 0 1 4 ) .  M y c o b a c t e r i a  p o s s e s s  o t h e r  m i n o r  m y c o l a t e  e s t e r s ,  n a m e l y  d i m y c o l y l  
d i a r a b i n o g l y c e r o l  ( D M A G ) ,  w h i c h  w a s  p o s t u l a t e d  t o  s h a r e  p r o i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  
a n d  g r a n u l o m a  f o r m a t i o n  p r o p e r t i e s  w i t h  T D M .  D M A G  i s  p r e s e n t  i n  v a r i o u s  m y c o b a c t e r i a l  
s p e c i e s  a n d  p a r t i c u l a r l y  i n  l a r g e  q u a n t i t i e s  i n  s l o w l y  g r o w i n g  s p e c i e s  s u c h  a s  M .  t u b e r c u l o s i s  
( R o m b o u t s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  O t h e r  m y c o l y l  e s t e r s  s u c h  a s  g l y c e r o l  m o n o m y c o l a t e  ( G r o M M )  ( L a y r e  
e t  a l . ,  2 0 0 9 )  a n d  g l u c o s e  m o n o  m y c o l a t e  ( G M M )  a r e  a l s o  m y c o l o y l - b a s e d  l i p i d  a n t i g e n s  
( M a t s u n a g a  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  
I n  s o m e  m y c o b a c t e r i a  t h e r e  a r e  a l s o  a  s m a l l  n u m b e r  o f  p r o t e i n s  s u c h  a s  p o r i n s  i n t e r c a l a t e d  w i t h  
t h e  M A  e s t e r s  ( N i e d e r w e i s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  o t h e r  b a c t e r i a ,  n a m e l y  
E .  c o l i ,  M .  t u b e r c u l o s i s  p r e s e n t s  a n  e x t r e m e l y  l o w  a b u n d a n c e  o f  p o r i n s  ( N i e d e r w e i s  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  
w h i c h ,  c o m b i n e d  w i t h  a  h i g h  n u m b e r  o f  e f f l u x  p u m p s  ( d a  S i l v a  e t  a l . ,  2 0 1 1 )  a n d  t h e  i n h e r e n t  
 
 
 1 1  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  
h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  c e l l  w a l l ,  c o n t r i b u t e  t o  t h e  t y p i c a l l y  s l o w  n u t r i e n t  u p t a k e  
a n d  t h e  i n t r i n s i c  r e s i s t a n c e  o f  t h e  o r g a n i s m  t o  m a n y  d r u g s  ( N i e d e r w e i s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  
 
( i i i ) S e c r e t e d  a s  f r e e  m y c o l i c  a c i d s   
M y c o b a c t e r i a  f o r m  n a t u r a l l y - o c c u r r i n g  b i o f i l m s  d u r i n g  g r o w t h  t o  p r o t e c t  t h e  c e l l s  a g a i n s t  
e x o g e n o u s  t h r e a t s  a n d  s e c r e t e d  f r e e  m y c o l a t e s  a r e  p i v o t a l  t o  t h a t  e n d  ( R i c h a r d s  a n d  O j h a ,  2 0 1 4 ;  
O j h a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  M a n y  N T M ,  i n c l u d i n g  o p p o r t u n i s t i c  p a t h o g e n s ,  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  
p o l y m i c r o b i a l  b i o f i l m s  o b t a i n e d  f r o m  w a t e r  d i s t r i b u t i o n  s y s t e m s  w h i c h  w e r e  i m p l i c a t e d  i n  
r e s i s t a n c e  t o  a n t i b i o t i c s  ( R i c h a r d s  a n d  O j h a ,  2 0 1 4 ;  O j h a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  B i o f i l m s  m a y  a l s o  p l a y  a  
r o l e  i n  t h e  t r a n s m i s s i o n  a n d  p a t h o g e n e s i s  o f  M .  u l c e r a n s  a n d  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
p a t h o g e n i c  m e c h a n i s m  o f  M .  a v i u m  ( R i c h a r d s  a n d  O j h a ,  2 0 1 4 ) .  
I n  M .  s m e g m a t i s  a n d  M .  t u b e r c u l o s i s  s e c r e t e d  f r e e  m y c o l i c  a c i d s  a r e  p r o d u c e d  t h r o u g h  
e n z y m a t i c  r e l e a s e  f r o m  n e w l y  s y n t h e s i z e d  T D M ,  w h i c h  i s  c l e a v e d  b y  a  T D M - s p e c i f i c  s e r i n e  
e s t e r a s e .  A  m u t a t i o n  i n  t h i s  M .  s m e g m a t i s  e s t e r a s e  s h o w e d  o n l y  a  p a r t i a l  r e d u c t i o n  i n  f r e e  
m y c o l a t e  s y n t h e s i s ,  a s  w e l l  a s  r e t a r d e d  b i o f i l m  f o r m a t i o n ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e r e  a r e  o t h e r  
p a t h w a y s  f o r  f r e e  M A s  p r o d u c t i o n  ( O j h a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .   
 
2 .  1 .  1 .  1   B i o s y n t h e s i s  o f  f a t t y  a c i d s  a n d  p r o c e s s i n g  t o  m y c o l i c  a c i d s  
 
T h e  b i o s y n t h e s i s  o f  f a t t y  a c i d s  ( F A s )  i n v o l v e s  d i f f e r e n t  f a t t y  a c i d  s y n t h a s e  s y s t e m s  ( F A S s ) :  F A S - I  
a  s i n g l e  m u l t i f u n c t i o n a l  e n z y m e  t y p i c a l  o f  e u k a r y o t e s  ( e x c e p t  p l a n t s )  a n d  F A S - I I ,  u s u a l l y  f o u n d  
i n  p r o k a r y o t e s  a n d  p l a n t s ,  w h i c h  i s  c o m p o s e d  o f  a  s e r i e s  o f  d i s c r e t e  e n z y m e s  ( #    $  &  ! 
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K r e m e r ,  2 0 1 4 ;  M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  M y c o b a c t e r i a  a r e  a t y p i c a l  w i t h  r e s p e c t  t o  F A S  s y s t e m s  i n  
t h a t  t h e y  p o s s e s s  b o t h  F A S - I  a n d  F A S - I I  s y s t e m s  ( B l o c h ,  1 9 7 5 ) .  I n  t h e s e  o r g a n i s m s  F A S - I  p r o d u c e s  
F A s  w i t h  a  b i m o d a l  d i s t r i b u t i o n ,  t h e  t w o  d o m i n a n t  p r o d u c t s  b e i n g  s a t u r a t e d  C 1 6  F A s  ( t h a t  c a n  
b e  s u p p l i e d  t o  t h e  s e c o n d  c o m p l e x )  a n d  s a t u r a t e d  C 2 4  ( t h a t  w i l l  c o r r e s p o n d  t o     
  - b r a n c h  
f o u n d  i n  M A s ) .  F A S - I I  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e l o n g a t i o n  o f  F A s  t o  y i e l d  t h e  v e r y  l o n g  m e r o m y c o l i c  
c h a i n s ,  p r e c u r s o r s  o f  M A s  ( B a r r y  I I I  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  A l t h o u g h  t h e  s t r u c t u r a l  o r g a n i z a t i o n  o f  F A S - I  
a n d  F A S - I I  i s  m a r k e d l y  d i f f e r e n t ,  t h e  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  a n d  t h e  c a t a l y t i c  m e c h a n i s m s  f o r  F A  
b i o s y n t h e s i s  t h a t  o c c u r  i n  t h e  t w o  s y s t e m s  a r e  v e r y  s i m i l a r  ( M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  
M y c o b a c t e r i a  h a v e  a  s i n g l e  F A S - I - e n c o d i n g  g e n e  ( f a s ,  R v 2 5 2 4 c ) ,  s h o w n  t o  b e  e s s e n t i a l  i n  
M .  s m e g m a t i s  ( Z i m h o n y  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h  
( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b ) .  F A S - I  c a r r i e s  a l l  t h e  f u n c t i o n a l  d o m a i n s  r e q u i r e d  f o r  d e  n o v o  F A  s y n t h e s i s  
a n d  a l l  i n t e r m e d i a t e s  t h a t  a r e  g e n e r a t e d  d u r i n g  e l o n g a t i o n  r e m a i n  e n z y m e - b o u n d ,  u n d e r g o i n g  
t r a n s a c y l a t i o n  t o  o t h e r  c a t a l y t i c  s i t e s  w i t h i n  t h e  e n z y m e  ( #    $  &  ! 
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 <  = > ) .  F A S - I  
c a t a l y z e s  d e  n o v o  F A  s y n t h e s i s  b y  u t i l i z i n g  a c e t y l - C o A  a s  p r i m e r  a n d  m a l o n y l - C o A  t o  e l o n g a t e  
t h e  a c e t y l  g r o u p  b y  t w o  c a r b o n s  i n  r e p e t i t i v e  s e r i e s  o f  f o u r  r e a c t i o n s  i n  e a c h  c y c l e  ( #    $  &  ! 

a n d  K r e m e r ,  2 0 1 4 ) .  W h e n  F A S - I  e l o n g a t i o n  y e l d s  C 1 6 /  C 1 8  e n z y m e - b o u n d  t h i o e s t e r s  t h e  c e l l s ’  
m e t a b o l i c  n e e d s  d e t e r m i n e  t h e i r  f a t e .  T h e  t h i o e s t e r s  c a n  b e  f u r t h e r  e l o n g a t e d  t o  p r o d u c e  C 2 6 -
e n z y m e  b o u n d  t h i o e s t e r s ,     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b r a n c h  s y n t h e s i s  ( t h e  d o m i n a n t  p r o d u c t s  b e i n g  C 2 4 - C o A  i n  M .  s m e g m a t i s  a n d  C 2 6 - C o A  i n  M .  
 
 
 1 2  C h a p t e r  1   
t u b e r c u l o s i s ) .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  e l o n g a t i o n  c a n  c e a s e  a n d  a f t e r  c o n v e r t i o n  t o  C 1 6 / C 1 8  a c y l - C o A s  
t h e s e  c a n  b e  u s e d  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  m e m b r a n e  p h o s p h o l i p i d s  ( Z i m h o n y  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  o r  
r e l e a s e d  i n t o  t h e  F A S - I I  s y s t e m  ( #    $  &  ! 
    
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 <  = > )  ( F i g u r e  1 . 3 ) .  B e c a u s e  t h e  
m y c o b a c t e r i a l  F A S - I I  s y s t e m  i s  i n c a p a b l e  o f  d e  n o v o  s y n t h e s i s  t h e  C 1 6 / C 1 8 - C o A s  s y n t h e s i z e d  b y  
F A S - I  a r e  f e d  t o  F A S - I I  a n d  f u r t h e r  e l o n g a t e d  i n t o  t h e  v e r y  l o n g  m e r o m y c o l a t e  c h a i n  o f  M A s  
( T a k a y a m a  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  l i n k  b e t w e e n  t h e  t w o  s y s t e m s  i s  t h e  F a b H  {  - k e t o a c y l - A C P  s y n t h a s e  
I I I )  e n z y m e  t h a t  c a t a l y z e s  t h e  c o n d e n s a t i o n  b e t w e e n  m a l o n y l  c o v a l e n t l y  l i n k e d  t o  m y c o b a c t e r i a l  
a c y l  c a r r i e r  p r o t e i n  ( A C P )  a n d  t h e  C 1 6 /  C 1 8 - C o A  ( C h o i  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  T h e s e  d e r i v a t i v e s  a r e  t h e n  
r e d u c e d  t o  a c y l - A C P  a n d  e x t e n d e d  b y  t w o  c a r b o n s  b y  i t e r a t i v e  c y c l e s  e a c h  c o m p r i s i n g  f o u r  s t e p s .  
T h e  p r o d u c t  o f  t h e  l a s t  r e a c t i o n  u n d e r g o e s  t h e  n e x t  c y c l e  o f  e l o n g a t i o n  a s  t h e  A C P  d e r i v a t i v e  o n  
a n o t h e r  F A S - I I  m o d u l e  ( M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  i s  
p r o p o s e d  t o  o c c u r  w h i l e  t h e  m e r o  c h a i n  i s  b e i n g  s y n t h e s i z e d  ( M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  #    $  &  ! 

a n d  K r e m e r ,  2 0 1 4 ) .   
T h e  f i n a l  s t e p s  o f  M A s  s y n t h e s i s  i n v o l v e  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  t w o  c h a i n s  ( T a k a y a m a  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ) .  T h e  C 2 6 - C o A  r e l e a s e d  f r o m  F A S - I  i s  c a r b o x y l a t e d  b y  a c y l - ^  _ 
    \  @  	     " 
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c a r b o x y l - C 2 6 - C o A .  T h e  m e r o m y c o l y l - S - A C P  f r o m  t h e  F A S - I I  p a t h w a y  i s  c o n v e r t e d  i n t o  
m e r o m y c o l y l - A M P  b y  F a d D 3 2 ,  a  s p e c i f i c  f a t t y  a c y l - A M P  l i g a s e .  T h e  s u b s t r a t e s  a r e  t h e n  
c o n d e n s e d  b y  t h e  m u l t i d o m a i n  P k s 1 3  ( t h e  t y p e  I  p o l y k e t i d e  s y n t h a s e  f a m i l y  p r o t e i n )  i n  a  f o u r  
s t e p  r e a c t i o n  c u l m i n a t i n g  i n  a  C l a i s e n - t y p e  c o n d e n s a t i o n ,  g e n e r a t i n g  a  m a t u r e  M A  w h i c h  i s  
t r a n s p o r t e d  t o  a  s e c o n d  u n k n o w n  a c c e p t o r  ( T a k a y a m a  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e  p r o c e s s i n g  o f  n e w l y  
s y n t h e s i z e d  m y c o l i c  a c i d s  a n d  t h e i r  s u b s e q u e n t  t r a n s p o r t  f o r  d e p o s i t i o n  i n  t h e  c e l l  w a l l  r e m a i n s  
p o o r l y  u n d e r s t o o d  ( M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  #    $  &  ! 
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 <  = > ) .  T h e  p r o p o s e d  
h y p o t h e t i c a l  p a t h w a y  i n v o l v e s  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  m a t u r e  m y c o l a t e  t o  a n  i s o p r e n o i d  c a r r i e r ,  
f o r m i n g  M y c P L  ( 6 - O - m y c o l y l -  - D - m a n n o p y r a n o s y l - m o n o  p h o s p h o -  h e p t a p r e n o l )  ( T a k a y a m a  e t  
a l . ,  2 0 0 5 ) ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  t o  t r e h a l o s e  i n s i d e  t h e  c e l l  t o  y i e l d  T M M ,  t h e  i n d i s p e n s a b l e  
e s t e r i f i e d  f o r m  u n d e r  w h i c h  m y c o l a t e s  a r e  t r a n s l o c a t e d  a c r o s s  t h e  m e m b r a n e  ( T a k a y a m a  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ) .  T M M  i s  p r o p o s e d  t o  b e  t r a n s p o r t e d  b y  M m p L 3  ( a n d  p o s s i b l y  o t h e r  t r a n s p o r t e r s  o f  t h e  
M m p  f a m i l y )  ( G r z e g o r z e w i c z  e t  a l . ,  2 0 1 2 )  w h e r e  i t  i s  u s e d  a s  a  s u b s t r a t e  b y  t h e  
m y c o l y l t r a n s f e r a s e s  o f  t h e  A g 8 5  c o m p l e x ,  t o  t r a n s f e r  t h e  m y c o l a t e  c h a i n  t o  ( i )  e i t h e r  t h e  A G  
c o m p l e x  t o  f o r m  t h e  c e l l  c o r e  b o u n d  m y c o l a t e s ,  o r  ( i i )  t o  a n o t h e r  T M M  r e s u l t i n g  i n  f o r m a t i o n  o f  
T D M  ( V a r e l a  e t  a l . ,  2 0 1 2 ;  G r z e g o r z e w i c z  e t  a l . ,  2 0 1 2 )  o r  e v e n  ( i i i )  t o  b e  t h e  s u b s t r a t e  o f  T D M -
s p e c i f i c  s e r i n e  e s t e r a s e  r e s u l t i n g  i n  r e l e a s e  o f  f r e e  m y c o l a t e s  ( O j h a  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  ( F i g u r e  1 . 3 ) .  
A l t h o u g h  t h e  m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  F A s  u p t a k e  i n t o  t h e  c e l l  o c c u r s  a r e  u n c l e a r ,  F A S - I I  c a n  u s e  
e x o g e n o u s  F A ,  o r  a l k a n e s ,  f o r  t h e  e l o n g a t i o n  p r o c e s s ,  b y p a s s i n g  d e  n o v o  F A S - I  s y n t h e s i s  
( N i e d e r w e i s ,  2 0 0 8 ;  A s c e n z i  a n d  V e s t a l ,  1 9 7 9 ) .  D u r i n g  M .  t u b e r c u l o s i s  d o r m a n c y  i n  m a c r o p h a g e s  
h o s t - d e r i v e d  f a t t y  a c i d s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  c r i t i c a l l y  i m p o r t a n t  e n e r g y  s o u r c e s  ( P e y r o n  e t  
a l . ,  2 0 0 8 ) .  A l s o  r e q u i r e d  f o r  t h e  p a t h o g e n ’ s  p e r s i s t e n c e  a r e  h o s t  d e r i v e d  l i p i d s  a n d  c h o l e s t e r o l ,  
s i n c e  m y c o b a c t e r i a  h a v e  t h e  u n u s u a l  a b i l i t y  t o  u t i l i z e  s t e r o i d s  l i k e  c h o l e s t e r o l  a s  a n  e n e r g y  
s o u r c e  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b ) .  
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F i g u r e  1 . 3  -  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  k e y  s t e p s  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  M A s .  I n i t i a t e d  w i t h  d e  n o v o  s y n t h e s i s  ( F A S - I )  
a n d  e l o n g a t i o n  ( F A S - I I )  o f  F A s .  I n  b o t h  s y s t e m s ,  c h a i n  e l o n g a t i o n  s t e p s  c o n s i s t  o f  a n  i t e r a t i v e  s e r i e s  o f  r e a c t i o n s  a d d i n g  
a  t w o - c a r b o n  u n i t  ( p r o v i d e d  b y  m a l o n y l - C o A / A C P )  t o  a  n a s c e n t  a c y l  g r o u p .  T h e  c a r b o x y l a t i o n  o f  F A S - I  l o n g e r  p r o d u c t s  
p r o v i d e s  t h e  M A   - b r a n c h .  T h e  F A S - I I  s y n t h a s e  p r o d u c t s  u n d e r g o  f u r t h e r  e l o n g a t i o n  a n d  m o d i f i c a t i o n s / d e c o r a t i o n s  
t o  p r o d u c e  t h e  l o n g  m e r o - c h a i n  p r e c u r s o r s  ( C 4 8 / C 6 2 ) .  C o n d e n s a t i o n  o f  t h e  a c t i v a t e d  m e r o - c h a i n  w i t h  t h e   - b r a n c h  
o c c u r s  i n  t h e  P k s 1 3  p r o t e i n  y i e l d i n g  t h e   - a l k y l   - k e t o a c y l  c h a i n  t h a t ,  u p o n  r e d u c t i o n ,  l e a d s  t o  t h e  m a t u r e  M A .  A f t e r  
p r o c e s s i n g  o f  n e w l y  s y n t h e s i z e d  M A  t o  T M M  i t  c a n  b e  t r a n s l o c a t e d  a c r o s s  t h e  i n n e r  m e m b r a n e  a n d  b e  f u r t h e r  
p r o c e s s e d  i n t o  i t s  d i f f e r e n t  f o r m s .  P L ,  p h o s p h o l i p i d ;  T M M ,  t r e h a l o s e  m o n o m y c o l a t e ;  T D M ,  t r e h a l o s e  d i m y c o l a t e ;  A G ,  
a r a b i n o g a l a c t a n .  A d a p t e d  f r o m  ( M a r r a k c h i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  #    $  &  ! 
     K r e m e r ,  2 0 1 4 ) .  
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T h e  a c t i v i t y  o f  F a b H  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  r e g u l a t e d  i n  v i v o  b y  S e r / T h r  
p h o s p h o r y l a t i o n  ( V e y r o n - C h u r l e t  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  a n d  a  p o s s i b l e  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  f o r m  o f  
r e g u l a t i o n  o f  t h e  F A S - I I  c o m p l e x  c o n d e n s i n g  e n z y m e s  a l s o  b y  S e r / T h r  p h o s p h o r y l a t i o n  h a s  b e e n  
r e c e n t l y  p r o p o s e d  ( #    $  &  ! 
    
 *      " 
 <  = > ;  M o l l e  a n d  K r e m e r ,  2 0 1 0 ) .  T h e  c o o r d i n a t i o n  
a n d  r e g u l a t i o n  o f  F A  s y n t h e s i s  i s  c r u c i a l  i n  d e c i d i n g  i f  t h e  F A S - I  p r o d u c t s  w i l l  o r i g i n a t e  
p h o s p h o l i p i d s ,  M A s ,  o r  t h e  s t o r a g e  c o m p o u n d  T A G  ( t r i a c y l - g l y c e r o l ) ,  a  v i t a l  f i n e - t u n i n g  t o  
m a i n t a i n  m e m b r a n e  h o m e o s t a s i s  ( M o n d i n o  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) ,  e n s u r i n g  p l a s t i c i t y  a n d  s u r v i v a l  u n d e r  
v a r i a b l e  c o n d i t i o n s .  
 
2 .  2   T h e  c a p s u l e  
 
I n  c o n t r a s t  t o  t h e  l o n g  l a s t i n g  p a r a d i g m  t h a t  o n l y  p a t h o g e n i c  m y c o b a c t e r i a  h a d  c a p s u l e s ,  r e c e n t  
a d v a n c e s  i n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a l l o w e d  t h e  r e c o g n i t i o n  t h a t  a l l  M y c o b a c t e r i u m  s p e c i e s  s t u d i e d  
t o  d a t e  h a v e  c a p s u l e - l i k e  s t r u c t u r e s  t h a t  p r i m a r i l y  c o n s i s t  o f  p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  p r o t e i n s ,  w i t h  
g e n e r a l l y  m i n o r  a m o u n t s  o f  s p e c i e s - s p e c i f i c  l i p i d s  ( S a n i  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  T h e  o v e r a l l  c a p s u l e  
c o m p o s i t i o n  i s  a l s o  s p e c i e s  s p e c i f i c ,  w h i l e  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  t h e  m a j o r  s u r f a c e  c a p s u l a r  
c o n s t i t u e n t s  a r e  p o l y s a c c h a r i d e s ,  i n  M .  p h l e i  a n d  M .  s m e g m a t i s  t h e  m a i n  c o m p o n e n t s  a r e  
p r o t e i n s  ( D a f f é  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  s a m e  m i c r o s c o p y  t e c h n i q u e s  a l s o  a l l o w e d  v i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  
m y c o b a c t e r i a l  c e l l  e n v e l o p e  i n  i t s  n a t i v e  s t a t e  a n d  p r o v e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  p e r i p l a s m i c  s p a c e  
w h i c h  w a s  t r a d i t i o n a l l y  a  G r a m - n e g a t i v e  a t t r i b u t e  ( H o f f m a n n  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  
T h e  c a p s u l e  m a i n  c o m p o n e n t  i s  a  h i g h - m o l e c u l a r -       
  - D - g l u c a n  c o m p o s e d  o f  a   - ( 1  4 ) -
g l u c o p y r a n o s e - l i n k e d  c o r e ,  b r a n c h e d   - ( 1  6 ) - e v e r y  f i v e  o r  s i x  r e s i d u e s  ( D a f f é  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  a n d  
s t r u c t u r a l l y  v e r y  s i m i l a r  t o  t h e  i n t r a c e l l u l a r  g l y c o g e n  o f  M .  t u b e r c u l o s i s  a n d  M .  b o v i s  B C G ,  
a l t h o u g h  i t s  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  a p p e a r s  t o  b e  m o r e  c o m p a c t  a n d  i t s  m o l e c u l a r  m a s s  
s l i g h t l y  h i g h e r  ( D i n a d a y a l a  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  A n  i m p o r t a n t  r o l e  f o r  c a p s u l a r  g l u c a n  i s  t h e  r e g u l a t i o n  
o f  p h a g o c y t o s i s  ( S t o k e s  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ,  m o d u l a t i o n  o f  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  ( G a g l i a r d i  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  
G e u r t s e n  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  a n d  a  p o s s i b l e  i n f l u e n c e  i n  t h e  p e r s i s t e n c e  p h a s e  o f  i n f e c t i o n  ( S a m b o u  e t  
a l . ,  2 0 0 8 ) .  
 
3 .   I n t r a c e l l u l a r  g l u c a n s  i n  m y c o b a c t e r i a  
 
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s u g a r s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  m y c o b a c t e r i a  a l s o  p r o d u c e  a  n u m b e r  
o f  i n t r a c e l l u l a r  c a r b o h y d r a t e s  a n d  d e r i v a t i v e s  t h a t  i n c l u d e  g l y c o g e n ,  t r e h a l o s e  a n d  a  g r o u p  o f  
u n i q u e  p o l y m e t h y l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  ( P M P S s )  w i t h  a  p r o p o s e d  c r u c i a l  r o l e  o n  f a t t y  a c i d s  
m e t a b o l i s m .  T h e s e  i n t r a c e l l u l a r  g l u c a n s  h a v e  r e c e i v e d  l e s s  a t t e n t i o n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  
s t r u c t u r e s  a t  t h e  i n t e r f a c e  w i t h  t h e  h o s t  a n d  m o s t  o f  t h e i r  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s  r e m a i n  
s o m e w h a t  m y s t e r i o u s .  
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3 .  1   G l y c o g e n  b i o s y n t h e s i s  
 
G l y c o g e n  i s  a  s o l u b l e  g l u c o s e  p o l y m e r  c o m p o s e d  o f  a p p r o x i m a t e l y  9 0 %   - ( 1  4 ) - l i n k e d  
g l u c o p y r a n o s e  r e s i d u e s  a s  t h e  c o r e  s t r u c t u r e  t h a t  b r a n c h  a t  C 6  O H  p o s i t i o n s .  I t  i s  a  c o m m o n  
e n e r g y  s o u r c e  i n  m a n y  o r g a n i s m s  i n c l u d i n g  m y c o b a c t e r i a  ( H e n r i s s a t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  C h a n d r a  e t  a l . ,  
2 0 1 1 )  a n d  l a c k s  a n  o v e r a l l  d e f i n e d  s t r u c t u r e  o r  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( C h a n d r a  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .   
T h e  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  c a p s u l a r   - D - g l u c a n  a n d  g l y c o g e n  ( s e e  s e c t i o n  2 . 2 )  a l l o w e d  t h e  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  m o s t  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  g e n e s  i n v o l v e d  i n  t h e i r  b i o s y n t h e s i s  ( S a m b o u  e t  a l . ,  
2 0 0 8 ) .  I n  M .  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v     
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  - ( 1  4 ) - g l u c o s y l t r a n s f e r a s e s ,  
R v 3 0 3 2  a n d  G l g A  ( R v 1 2 1 2 c ) ,  o f  A D P - g l u c o s e  s y n t h a s e  G l g C  ( R v 1 2 1 3 )  a n d  o f  t h e  b r a n c h i n g  
e n z y m e  G l g B  ( R v 1 3 2 6 c )  r e s p o n s i b l e  f o r  i n t r o d u c i n g   - ( 1  6 ) - l i n k e d  b r a n c h e s  i n t o  l i n e a r   -
( 1  4 ) - g l u c a n s ,  w a s  c o n f i r m e d  b y  t h e  a n a l y s i s  o f  m u t a n t s  a n d  c o m p l e m e n t a t i o n  s t u d i e s  
( S a m b o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  D e s p i t e  t h e  g l g A  m u t a n t  b e i n g  i m p a i r e d  i n  i t s  a b i l i t y  t o  p e r s i s t  i n  m i c e  
a n d  s h o w i n g  d i m i n i s h e d  g l u c a n  p r o d u c t i o n ,  a  p a r t i a l  r e d u n d a n c y  b e t w e e n  G l g A  a n d  R v 3 0 3 2  {  -
( 1  4 ) - g l u c o s y l t r a n s f e r a s e )  w a s  o b s e r v e d  b e c a u s e  g l u c a n  p r o d u c t i o n  i n  t h e  g l g A - d e l e t e d  s t r a i n  
c o u l d  b e  r e s t o r e d  a f t e r  c o m p l e m e n t a t i o n  w i t h  a  w i l d - t y p e  c o p y  o f  t h e  R v 3 0 3 2  g e n e  ( S a m b o u  e t  
a l . ,  2 0 0 8 ) .  H o w e v e r ,  w h i l e  a b o l i t i o n  o f  G l g A  f u n c t i o n  a f f e c t e d  m a i n l y  g l u c a n  s y n t h e s i s ,  
i n a c t i v a t i o n  o f  R v 3 0 3 2  a f f e c t e d  g l y c o g e n  s y n t h e s i s ,  w i t h o u t  a f f e c t i n g  c a p s u l a r  g l u c a n  p r o d u c t i o n  
( S a m b o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  T h e  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  a  f u n c t i o n a l  c o p y  o f  a t  l e a s t  o n e  o f  t h e s e  
g e n e s  i s  r e q u i r e d  f o r  g r o w t h  a s  t h e y  w e r e  u n a b l e  t o  d e l e t e  b o t h  g e n e s  s i m u l t a n e o u s l y .  W h e t h e r  
t h i s  p h y s i o l o g i c a l  r e q u i r e m e n t  i s  r e l a t e d  t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  g l y c o g e n ,  c a p s u l a r  g l u c a n  o r  e v e n  
t h e  c h e m i c a l l y  r e l a t e d  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  ( M G L P s )  h a s  n o t  y e t  
b e e n  e l u c i d a t e d  ( S a m b o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ;  K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a ) .  
G l g A  ( R v 1 2 1 2 c )  a n d  t h e  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e  R v 3 0 3 2  h a v e  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  
b i o s y n t h e s i s  o f  u n i q u e  i n t r a c e l l u l a r  M G L P s ,  w h i c h  w e r e  p o s t u l a t e d  t o  m o d u l a t e  t h e  s y n t h e s i s  o f  
f a t t y  a c i d s  a n d  w h o s e  m a i n  c h a i n  i s  a l s o  a  o l i g o m e r    
  - ( 1  4 ) - l i n k e d  g l u c o s e s  a n d  
m e t h y l g l u c o s e s  w i t h  t w o  b r a n c h i n g   - ( 1  3 ) - g l u c o s e s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  ( s e e  s e c t i o n  3 . 4 ) .  
F u r t h e r m o r e  m y c o b a c t e r i a l   - ( 1  4 ) - g l u c a n s  c a n  a l s o  b e  s y n t h e s i z e d  f r o m  t r e h a l o s e  t h r o u g h  a  
f o u r - s t e p  p a t h w a y  c o m p r i s i n g  t r e h a l o s e  s y n t h a s e  ( T r e S ) ,  m a l t o k i n a s e  ( M a k / P e p 2 ) ,  m a l t o s e - 1 -
p h o s p h a t e  m a l t o s y l t r a n s f e r a s e  ( G l g E ) ,  a n d  g l y c o g e n  b r a n c h i n g  e n z y m e  ( G l g B )  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  
2 0 1 0 a )  ( s e e  s e c t i o n  3 . 3 ) .   
 
3 .  2   T r e h a l o s e  r o l e s  a n d  m e t a b o l i s m  
 
T r e h a l o s e  i s  a  u b i q u i t o u s  c o m p o u n d  s y n t h e s i z e d  b y  m a n y  d i f f e r e n t  o r g a n i s m s  i n c l u d i n g  b a c t e r i a ,  
y e a s t s ,  f u n g i ,  p l a n t s  a n d  i n v e r t e b r a t e s  ( P a u l  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  F r e e  t r e h a l o s e  h a s  m u l t i p l e  r o l e s :  i t  
c a n  r e g u l a t e  e n e r g e t i c  s u p p l i e s  a n d  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l i n g ,  s e r v e  a s  a  s t r e s s  b i o p r o t e c t a n t  a n d  i t  
c a n  a l s o  s t a b i l i z e  m a c r o m o l e c u l a r  s t r u c t u r e s  s u c h  a s  l i p i d  m e m b r a n e s  a n d  p r o t e i n s  ( P a u l  e t  a l . ,  
2 0 0 8 ) .  T r e h a l o s e  i s  a  n o n - r e d u c i n g  d i s a c c h a r i d e  o f   - ( 1  1 ) - l i n k e d  g l u c o s e  t h a t  i s  a n  e s s e n t i a l  
m e t a b o l i t e  i n  m y c o b a c t e r i a  ( M u r p h y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  W o o d r u f f  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  w i t h  f u n c t i o n s  r a n g i n g  
f r o m  i n t r a c e l l u l a r  c a r b o n  s t o r a g e  a n d  s t r e s s  p r o t e c t a n t  t o  b e i n g  t h e  p r e c u r s o r  o f  o t h e r  
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i m p o r t a n t  m o l e c u l e s  i n v o l v e d  i n  c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m ,  c e l l  w a l l  a r c h i t e c t u r e  ,  e s p e c i a l l y  
b e i n g  a n  e s s e n t i a l  c o m p o n e n t  o f  v a r i o u s  c e l l  w a l l  g l y c o l i p i d s ,  o r  m y c o b a c t e r i a - h o s t  i n t e r a c t i o n s  
( N o b r e  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  ( s e e  s e c t i o n  2 . 1 . 1 ) .  S i n c e  t r e h a l o s e  i s  n o t  s y n t h e s i z e d  i n  m a m m a l s  ( a l t h o u g h  
t r e h a l a s e s  a r e  p r e s e n t )  t h e  m y c o b a c t e r i a l  t r e h a l o s e  b i o s y n t h e t i c  m a c h i n e r y  r e p r e s e n t s  a n  
a t t r a c t i v e  t a r g e t  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  n e w  a n t i m y c o b a c t e r i a l  a g e n t s  a n d  h a s  b e e n  t h e  f o c u s  
o f  m u c h  a t t e n t i o n  ( N o b r e  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  
T h e r e  a r e  f i v e  k n o w n  d i f f e r e n t  p a t h w a y s  f o r  t r e h a l o s e  b i o s y n t h e s i s  a n d ,  w h i l e  m o s t  b a c t e r i a  
p o s s e s s  o n l y  o n e  d e  n o v o  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y ,  i n  m y c o b a c t e r i a  t h r e e  d i f f e r e n t  p a t h w a y s  a r e  
i n v o l v e d  i n  t r e h a l o s e  s y n t h e s i s  n a m e l y  t h e  O t s A - O t s B ,  T r e Y - T r e Z ,  a n d  T r e S  p a t h w a y s  ( P a u l  e t  a l . ,  
2 0 0 8 ;  N o b r e  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  e s s e n t i a l i t y  o f  t h i s  s u g a r  w a s  e s t a b l i s h e d  a f t e r  t h e  o b s e r v a t i o n  
t h a t  M .  s m e g m a t i s  t r i p l e  m u t a n t s  w e r e  u n a b l e  t o  g r o w  u n l e s s  t r e h a l o s e  w a s  e x o g e n o u s l y  
s u p p l i e d  ( W o o d r u f f  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  A t  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s  t h e  m u t a n t  w a s  u n a b l e  t o  
p r o l i f e r a t e ,  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t r e h a l o s e ,  w h i c h  s u g g e s t e d  a  d u a l  r o l e  f o r  t r e h a l o s e  a s  b o t h  
a  t h e r m o p r o t e c t a n t  a n d  a  p r e c u r s o r  o f  c r i t i c a l  m e t a b o l i t e s  ( W o o d r u f f  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I n  M .  
t u b e r c u l o s i s  t h e  O t s A / O t s B  p a t h w a y  ( O t s ,  o s m o t i c  t r e h a l o s e  s y n t h e s i s ,  w a s  t h e  d e s i g n a t i o n  t h a t  
e m e r g e d  f r o m  s t u d i e s  i n  E .  c o l i )  i s  t h e  d o m i n a n t  p a t h w a y  f o r  t r e h a l o s e  f o r m a t i o n  ( M u r p h y  e t  
a l . ,  2 0 0 5 ) .  O t s A  ( o r  T p s ,  t r e h a l o s e - 6 - p h o s p h a t e  s y n t h a s e )  c o n d e n s e s  N D P - g l u c o s e  a n d  g l u c o s e -
6 - p h o s p h a t e  i n t o  t h e  p h o s p h o r y l a t e d  i n t e r m e d i a t e ,  t r e h a l o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( T 6 P ) ,  w h i c h  i s  
s u b s e q u e n t l y  d e p h o s p h o r y l a t e d  t o  t r e h a l o s e  b y  a  s p e c i f i c  t r e h a l o s e - 6 - p h o s p h a t e  p h o s p h a t a s e  
( O t s B  o r  T p p )  ( M u r p h y  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a  f u n c t i o n  t h a t  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  r e l i e s  o n  O t s B 2  ( R v 3 3 7 2 )  
( M u r p h y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h i s  g e n e  c o u l d  n o t  b e  i n a c t i v a t e d  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x o g e n o u s l y  
s u p p l i e d  t r e h a l o s e ,  p r o v i n g  i t s  e s s e n t i a l i t y  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  a n d  M .  b o v i s  B C G  ( M u r p h y  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ) .  O n e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  l e t h a l  p h e n o t y p e  m i g h t  b e  t h e  p o t e n t i a l  t o x i c  e f f e c t  o f  a n  
a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e  t r e h a l o s e - 6 - p h o s p h a t e  ( K a l s c h e u e r  a n d  K o l i w e r - B r a n d l ,  
2 0 1 4 ) .  
I n  t h e  a l t e r n a t i v e  T r e Y / T r e Z  ( R v 1 5 6 3 c  a n d  R v 1 5 6 2 c )  p a t h w a y  a  r e d u c i n g  e n d  d i s a c c h a r i d e  u n i t  
i n  a  g l y c o g e n  c h a i n  |  - ( 1  4 )  l i n k a g e ]  i s  i s o m e r i z e d  t o  t r e h a l o s e  |  - ( 1  1 )  l i n k a g e ]  b y  a  
m a l t o o l i g o s y l t r e h a l o s e  s y n t h a s e  ( T r e Y )  a n d  s u b s e q u e n t l y  h y d r o l y z e d  b y  a  
m a l t o o l i g o s y l t r e h a l o s e  t r e h a l o h y d r o l a s e  ( T r e Z )  t o  y i e l d  o n e  m o l e c u l e  o f  f r e e  t r e h a l o s e  a n d  a  
g l y c o g e n  c h a i n  t w o  g l u c o s e  r e s i d u e s  s h o r t e r  ( D e  S m e t  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  P a u l  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  I n  c o n t r a s t  
t o  t h e  e s s e n t i a l i t y  o f  t h e  O t s A B  r o u t e ,  t h i s  p a t h w a y  w a s  s h o w n  t o  b e  n o n - e s s e n t i a l  i n  M .  
t u b e r c u l o s i s  a s  i n a c t i v a t i o n  o f  T r e Y  a n d  T r e Z  h a d  n o  d e t e c t a b l e  e f f e c t s  o n  i n  v i t r o  g r o w t h  o r  m i c e  
i n f e c t i o n  ( M u r p h y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  P a r a d o x i c a l l y  t h i s  o p e r o n - l i k e  c l u s t e r  c o n t a i n s  a n  a d d i t i o n a l  T r e X  
g e n e  ( R v 1 5 6 4 c )  e n c o d i n g  a  p u t a t i v e  g l y c o g e n - d e b r a n c h i n g  e n z y m e  w h i c h  i s  p r o p o s e d  t o  b e  
e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h  ( D e  S m e t  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b ) .  H o w e v e r ,  
e x p e r i m e n t a l  v a l i d a t i o n  o f  T r e X  i n v o l v e m e n t  i n  m y c o b a c t e r i a l  t r e h a l o s e  m e t a b o l i s m  i s  s t i l l  
m i s s i n g .  W h i l e  t h e  T r e Y Z  p a t h w a y  m a y  n o t  b e  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  s u r v i v a l  i t  c a n  s t i l l  
p l a y  i m p o r t a n t  r o l e s  i n  t r e h a l o s e  m e t a b o l i s m  n a m e l y  i n  s u g a r  r e c y c l i n g  ( s e e  s e c t i o n  3 . 3 ) .  
T h e  e n z y m e  t r e h a l o s e  s y n t h a s e  ( T r e S )  c a t a l y s e s  t h e  r e v e r s i b l e  i s o m e r i z a t i o n  o f  t h e   - ( 1  4 )  
l i n k a g e  o f  m a l t o s e  i n t o  a n   - ( 1  1 )  l i n k a g e  i n  t r e h a l o s e  ( D e  S m e t  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  I n  v i t r o  a n d  i n  
v i v o  s t u d i e s  i n i t i a l l y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  e n z y m e  c o n v e r t e d  f r e e  m a l t o s e  t o  f r e e  t r e h a l o s e  ( D e  
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S m e t  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  P a n  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  W o o d r u f f  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  H o w e v e r ,  a  r e c e n t  i n  v i v o  s t u d y  h a s  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l u x  o c c u r s  i n  f a c t  f r o m  t r e h a l o s e  t o  m a l t o s e  a n d  t h a t  t h e  
T r e S  p a t h w a y  d o e s  n o t  c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e  n o v o  b i o s y n t h e s i s  o f  m y c o b a c t e r i a l  t r e h a l o s e  ( M i a h  
e t  a l . ,  2 0 1 3 ) ,  a r g u i n g  a g a i n s t  t h e  n o t i o n  t h a t  i n  M .  s m e g m a t i s  a l l  t h r e e  t r e h a l o s e  p a t h w a y s  a r e  
f u n c t i o n a l l y  r e d u n d a n t  ( W o o d r u f f  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e  t r e h a l o s e - m a l t o s e  f l u x  i s  d r i v e n ,  r a p i d l y  a n d  
i r r e v e r s i b l y ,  b y  t h e  A T P - d e p e n d e n t  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  n e w l y  f o r m e d  m a l t o s e  t o  m a l t o s e - 1 -
p h o s p h a t e ,  v i a  m a l t o k i n a s e / P e p 2  ( R v 0 1 2 7 )  ( M i a h  e t  a l . ,  2 0 1 3 )  ( F i g u r e  1 . 4 ) .  H o w e v e r ,  T r e S  
c o n v e r s i o n  o f  m a l t o s e  t o  t r e h a l o s e  i n  o r g a n i s m s  t h a t  h a v e  a c c e s s  t o  s u f f i c i e n t  c y t o s o l i c  m a l t o s e ,  
f r o m  i n t r a c e l l u l a r  o r  e x t r a c e l l u l a r  s o u r c e s ,  c a n n o t  b e  c o m p l e t e l y  r u l e d  o u t  ( M i a h  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  
 
3 .  3   M a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  s y n t h e s i s  a n d  f u n c t i o n s  
 
M a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  ( M 1 P )  w a s  i n i t i a l l y  i d e n t i f i e d  i n  1 9 6 7  i n  M .  b o v i s  B C G  c e l l  e x t r a c t s  ( N a r u m i  
a n d  T s u m i t a ,  1 9 6 7 )  a n d  a l m o s t  t h i r t y  y e a r s  l a t e r  D r e p p e r  a n d  c o l l e a g u e s  i d e n t i f i e d  a n  e n z y m e  
i n  t h e  b a c t e r i u m  A c t i n o p l a n e s  m i s s o u r i e n s i s  c a p a b l e  o f  c a t a l y z i n g  a n  A T P - d e p e n d e n t  
p h o s p h o r y l a t i o n  o f  m a l t o s e  t o  m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  w h i c h  t h e y  n a m e d  m a l t o k i n a s e  ( M a k )  
( D r e p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  E s c h e r i c h i a  c o l i  w a s  a l s o  s u g g e s t e d  t o  b e  a b l e  t o  p r o d u c e  M 1 P  v i a  T r e C  
( t r e h a l o s e - 6 - p h o s p h a t e  h y d r o l a s e )  i n  a n  A T P - i n d e p e n d e n t  m a n n e r  a n d  i t  w a s  s p e c u l a t e d  t h a t  
t h e  p h o s p h o r y l a t e d  d i s a c c h a r i d e  m i g h t  p l a y  a  r o l e  a s  a n  i n d u c e r  o f  t h e  m a l t o s e  o p e r o n  ( D e c k e r  
e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  S i n c e  t h e n  s e v e r a l  M a k  h o m o l o g u e s  h a v e  b e e n  f u n c t i o n a l l y  c h a r a c t e r i z e d  a s  
m a l t o k i n a s e s  n a m e l y  t h e  e n z y m e s  f r o m  A .  m i s s o u r i e n s i s  ( N i e h u e s  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  S t r e p t o m y c e s  
c o e l i c o l o r  ( J a r l i n g  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ,  M .  t u b e r c u l o s i s / M .  b o v i s  B C G  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ;  R o y  e t  a l . ,  
2 0 1 3 )  a n d  M .  s m e g m a t i s  ( E l b e i n  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  
H o m o l o g u e s  o f  m a l t o k i n a s e s  ( E C  2 . 7 . 1 . 1 7 5 )  a r e  d i s s e m i n a t e d  t h r o u g h o u t  b a c t e r i a l  p h y l a  b u t  
a b s e n t  f r o m  t h e  g e n o m e s  o f  e u k a r y a .  T h e  M a k  p r o t e i n  p r e s e n t s  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  f u n c t i o n  
d e s p i t e  h a v i n g  l o w  a m i n o  a c i d  i d e n t i t y  e v e n  w i t h i n  t h e  s a m e  g e n u s .  I n  m y c o b a c t e r i a  t h e  m a k  
g e n e  i s  u s u a l l y  l o c a t e d  n e x t  t o  t h e  t r e S  g e n e  a n d ,  i n  m a n y  o t h e r  o r g a n i s m s ,  i s  v e r y  c o m m o n  t o  
f i n d  b o t h  g e n e s  f u s e d  i n  a  b i f u n c t i o n a l  u n i t  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  u n d e r l i n i n g  t h e  f u n c t i o n a l  l i n k  
b e t w e e n  t h e  t w o  c o r r e s p o n d i n g  p r o t e i n s .  I n t e r e s t i n g l y ,  M .  a b s c e s s u s  a n d  M .  l e p r a e  l a c k  t h e  
t r a d i t i o n a l  M a k  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  a n d  w h i l e  t h e  r e a s o n  f o r  t h i s  a b s e n c e  f r o m  M .  a b s c e s s u s  
i s  s t i l l  e l u s i v e ,  i t  i s  n o t  s u r p r i s i n g  f o r  M .  l e p r a e  t h a t  l a c k s  m o s t  e n z y m e s  f o r  g l y c o g e n  m e t a b o l i s m ,  
a  c o n s e q u e n c e  o f  a  s e v e r e  g e n o m i c  r e d u c t i v e  e v o l u t i o n  e v o l u t i o n  d e t e r m i n i n g  i t s  s t r i c t l y  
p a r a s i t i c  l i f e s t l y l e  ( H e n r i s s a t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
R e c e n t l y ,  a  l i n k  b e t w e e n  t r e h a l o s e ,  m a l t o s e  a n d  g l y c o g e n  m e t a b o l i s m  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  i n  a  
n o v e l  f o u r  s t e p  p a t h w a y  i n v o l v i n g  T r e S ,  M a k ,  G l g E  a n d  G l g B  ( E l b e i n  e t  a l . ,  2 0 1 0 ;  K a l s c h e u e r  e t  
a l . ,  2 0 1 0 a )  ( F i g u r e  1 . 4 ) .  I n  t h i s  p a t h w a y  t r e h a l o s e  i s  c o n v e r t e d  t o  m a l t o s e  b y  T r e S ,  a n d  
s u b s e q u e n t l y  p h o s p h o r y l a t e d  b y  M a k  t o  M 1 P ,  w h i c h  i s  t h e  s u b s t r a t e  G l g E  u t i l i z e s  t o  e l o n g a t e  
t h e  n o n r e d u c i n g  e n d  o f  a n   - ( 1  4 ) - g l u c a n  a c c e p t o r  m o l e c u l e  b y  a  m a l t o s y l  m o i e t y  ( K a l s c h e u e r  
e t  a l . ,  2 0 1 0 a ;  E l b e i n  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  F i n a l l y ,  G l g B            
  - ( 1  6 ) - l i n k e d  b r a n c h e s  i n t o  t h e  l i n e a r  
 - ( 1  4 )  c h a i n  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a ) ,  u l t i m a t e l y  p r o d u c i n g  g l y c o g e n  ( E l b e i n  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  
( F i g u r e  1 . 4 ) .  T r e h a l o s e  f o r  t h i s  G l g E  p a t h w a y  m a y  a r i s e  d e  n o v o  v i a  t h e  O t s A / O t s B  r o u t e ,  b u t  t h e  
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a l t e r n a t i v e  T r e Y - T r e Z  p a t h w a y  m a y  a l l o w  f o r  g l y c o g e n  a n d  t r e h a l o s e  s a l v a g i n g ,  i n  a c c o r d a n c e  
w i t h  g e n e t i c  s t u d i e s  t h a t  s u g g e s t e d  a  r o l e  f o r  G l g E  i n  g l y c o g e n  r e c y c l i n g  ( C h a n d r a  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  
A l t e r n a t i v e l y ,  t r e h a l o s e  m a y  b e  a  b y p r o d u c t  o f  T D M  h y d r o l y s i s  a n d  t r a n s p o r t e d  a c r o s s  t h e  c e l l  
w a l l  i n t o  t h e  c y t o p l a s m ,  a  r e c y c l i n g  p r o c e s s  t h a t  w a s  s h o w n  t o  b e  c r i t i c a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  t o  
e s t a b l i s h  i n f e c t i o n  i n  m i c e  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 b ) .  I t  w a s  p o s t u l a t e d  t h a t  a f t e r  a  s t r e s s  s i g n a l  
c e l l u l a r  t r e h a l o s e  l e v e l s  w o u l d  b e  h i g h  a n d  A T P  l e v e l s  w o u l d  b e  l o w ,  t h u s  t h e  G l g E  p a t h w a y  w a s  
s u g g e s t e d  t o  b e  a c t i v e  m a i n l y  u n d e r  h e a t  s t r e s s  c o n d i t i o n s ,  p r e v e n t i n g  G l g E  i n h i b i t i o n  b y  
p h y s i o l o g i c a l  A T P  l e v e l s  ( >  1  m M )  ( E l b e i n  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  t o  w h i c h  t h e  e n z y m e  i s  p a r t i c u l a r l y  
s e n s i t i v e .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  G l g E  p a t h w a y  w o u l d  b e  a c t i v a t e d  a n d  t h e  e x c e s s  t r e h a l o s e  
c o u l d  b e  c o n v e r t e d  t o  g l y c o g e n  a n d  s t o r e d  f o r  f u t u r e  u s e  i n  m e t a b o l i s m  ( E l b e i n  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  
S t r u c t u r a l  s t u d i e s  w i t h  M .  t u b e r c u l o s i s  T r e S  s h o w e d  t h a t  t h e  p r o t e i n  f o r m e d  t e t r a m e r s  i n  
s o l u t i o n  a n d  w h a t  s e e m e d  l i k e  a n  u n u s u a l l y  l a r g e  h e t e r o - o c t a m e r i c  c o m p l e x  w i t h  M a k ,  w h i c h  
w a s  p r o p o s e d  t o  m a r k e d l y  a c c e l e r a t e  m a l t o k i n a s e  a c t i v i t y  ( R o y  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .   
 
 
F i g u r e  1 . 4  -  P a t h w a y  f o r  s y n t h e s i s     
      	    
   
      	    
    
  	       
   
  - g l u c a n s .  E n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  
t r e h a l o s e  p a t h w a y s  a r e  b o x e d  i n  b l u e  a n d  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  n e w l y  d i s c o v e r e d  G l g E  p a t h w a y  a r e  b o x e d  i n  r e d .  
G l y c o g e n  p a t h w a y  i s  h i g h l i g h t e d  i n  g r e e n .  D a s h e d  l i n e s  i n d i c a t e  h y p o t h e t i c a l  f u n c t i o n s .  A d a p t e d  f r o m  ( N o b r e  e t  a l . ,  
2 0 1 4 ;  M i a h  e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  C h a n d r a  e t  a l . ,  2 0 1 1 ;  K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a ) .  
 
T h e  G l g E  p a t h w a y  c a n  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  m o l e c u l e s  o t h e r  t h a n  g l y c o g e n ,  
n a m e l y  c a p s u l a r  g l u c a n ,  a l t h o u g h  t h i s  r e m a i n s  t o  b e  e x p e r i m e n t a l l y  c o n f i r m e d  ( K a l s c h e u e r  e t  
a l . ,  2 0 1 0 a ) .  A  p o s s i b l e  r o l e  w a s  a l s o  s u g g e s t e d  f o r  t h e  G l g E  p a t h w a y  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e  
u n i q u e  m y c o b a c t e r i a l  i n t r a c e l l u l a r  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  ( M G L P s ) .  G e n e t i c  s t u d i e s  i m p l i e d  t h a t  
t h e  G l g E  p a t h w a y  a n d  t h e  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e  R v 3 0 3 2 ,  b o t h  a s s o c i a t e d  w i t h  g l y c o g e n  s y n t h e s i s ,  
a r e  a l s o  p o s s i b l y  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  M G L P  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  
2 0 1 0 a ) .  T h i s  w o u l d  e x p l a i n  w h y  t h e  G l g E  p a t h w a y  i s  d i s p e n s a b l e  f o r  t h e  v i a b i l i t y  a n d  v i r u l e n c e  
o f  M .  t u b e r c u l o s i s ,  a s  l o n g  a s  t h e  r e d u n d a n t  R v 3 0 3 2  p a t h w a y  r e m a i n s  f u n c t i o n a l  a n d  a l s o  w h y  
t h e  s i m u l t a n e o u s  i n h i b i t i o n  o f  b o t h  p a t h w a y s  i s  l e t h a l  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a ) .  
 
 
19 General Introduction 
The genes mak, glgE and glgB were all proposed to be essential for M. tuberculosis growth by 
saturation transposon mutagenesis (Griffin et al., 2011b) and glgB essentiality was further 
confirmed by allelic exchange mutagenesis (Sambou et al., 2008). The gene glgE was also 
validated as an essential gene based on the lethal accumulation of M1P, which caused rapid 
death of M. tuberculosis both in vitro and in vivo through a phenomenon designated synthetic 
lethality (Kalscheuer et al., 2010a). In the absence of GlgB branching activity GlgE produces 
linear α-(14)-linked glucans that have fewer non-reducing ends available for maltosyl 
transfer, which can lead to a toxic buildup of M1P (Kalscheuer et al., 2010a). Therefore it was 
postulated that glgB essentiality might be related to this M1P self-poisoning and not to direct 
accumulation of insoluble α-glucans as believed (Sambou et al., 2008).  
3. 4  The polymethylated polysaccharides MGLP and MMP
Polymethylated polysaccharides (PMPSs) are a unique class of glucans found in mycobacteria 
and a restricted group of related bacteria (Table 1-I) that are postulated to modulate FAs 
synthesis by sequestering fatty acyl-CoAs (Mendes et al., 2012). In 1964, Lee and Ballou 
reported finding in M. phlei and M. tuberculosis 6-O-methyl-α-D-glucose precursors of a novel 
polysaccharide (Lee and Ballou, 1964), later shown to be acylated and named MGLP 
(methylglucose lipopolysaccharide) (Lee, 1966; Keller and Ballou, 1968). In 1966 a 
polysaccharide containing 3-O-methyl-D-mannose residues was isolated from Streptomyces 
griseus (Candy and Baddiley, 1966), followed by the isolation and characterization of a very 
similar polymer of 3-O-methyl-D-mannose from M. phlei which was designated MMP 
(methylmannose polysaccharide) (Gray and Ballou, 1971). Much of the information available 
about these polysaccharides arose from early studies conducted in the 1960’s in the Ballou and 
Bloch laboratories. 
Table 1-I - Distribution of PMPSs in Mycobacterium species and in strains of related genera. 
Genera Species MGLP MMP Growth Reference 
Mycobacterium 
M. smegmatis  
Rapidly-
growing 
(Kamisango et al., 1987),(Bergeron et al., 
1975), (Weisman and Ballou, 1984b) 
M. phlei   (Lee, 1966), (Gray and Ballou, 1971), 
(Weisman and Ballou, 1984b) 
M. parafortuitum   (Weisman and Ballou, 1984b) 
M. aurum   (Weisman and Ballou, 1984b) 
M. chitae   (Weisman and Ballou, 1984b) 
M. vacae  (Tian et al., 2000) 
M. tuberculosis 
Slowly-
growing 
(Lee, 1966; Stadthagen et al., 2007) 
M. bovis  (Tuffal et al., 1998) 
M. leprae  (Hunter et al., 1986) 
M. xenopi  (Tuffal et al., 1995b) 
Nocardia 
N. otitidis-caviarurn
caviarurn
 (Pommier and Michel, 1986) 
N. brasilie sis  (Pommier and Michel, 1986) 
N. farcinica  (Pommier and Michel, 1986) 
N. kirovani  (Pommier and Michel, 1986) 
Streptomyces S. griseus  (Candy and Baddiley, 1966) 
The strain numbers are not indicated because several laboratory isolates were utilized in some studies. Adapted 
from (Mendes et al., 2012; Alarico et al., 2014). 
 2 0  C h a p t e r  1   
M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s  M M P s  e x i s t  a s  a  m i x t u r e  o f  f o u r  h o m o l o g u e s  t h a t  h a v e  a  l i n e a r  c h a i n  
o f  1 1  t o  1 4   - ( 1  4 ) - l i n k e d  3 - O - m e t h y l m a n n o s e s  w i t h  a n   - ( 1  4 ) - l i n k e d  u n m e t h y l a t e d  
m a n n o s e  a t  t h e  n o n - r e d u c i n g  e n d ,  w h e r e a s  t h e  r e d u c i n g  e n d  i s  b l o c k e d  b y  a  m e t h y l  a g l y c o n  
( M a i t r a  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 7 )  ( F i g u r e  1 . 5 ) .  M M P s  a p p e a r  t o  b e  r e s t r i c t e d  t o  r a p i d l y - g r o w i n g  
m y c o b a c t e r i a  a n d  S .  g r i s e u s  ( T a b l e  1 - I ) .  S t r e p t o m y c e  g r i s e u s  M M P  i s  n a m e d  A M M P  d u e  t o  t h e  
p r e s e n c e  o f  a d d i t i o n a l  a c e t y l  r e s i d u e s  a t  C 6  O H  p o s i t i o n  o f  s o m e  m e t h y l m a n n o s e s  ( H a r r i s  a n d  
G r a y ,  1 9 7 7 ) .  I n  c o n t r a s t ,  M G L P s  s e e m  t o  b e  t h e  o n l y  f o r m  o f  P M P S  p r e s e n t  i n  s l o w l y - g r o w i n g  
m y c o b a c t e r i a  ( T a b l e  1 - I ) .  
 
 
F i g u r e  1 . 5  -  S c h e m e  d e p i c t i n g  t h e  g e n e r a l  s t r u c t u r e  o f  m y c o b a c t e r i a l  M M P s  f r o m  M .  s m e g m a t i s .  ( n )  i n d i c a t e s  9  t o  1 2  
r e s i d u e s  a c c o r d i n g  t o  ( M a i t r a  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 7 ) .  M e t h y l  g r o u p s  h i g h l i g h t e d  i n  g r e e n .  
 
F o l l o w i n g  t h e  i s o l a t i o n  o f  6 - O - m e t h y l -  - D - g l u c o s e  b y  L e e  a n d  B a l l o u  i n  1 9 6 4  ( L e e  a n d  B a l l o u ,  
1 9 6 4 )  f u r t h e r  s t u d i e s  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  m o l e c u l e  w a s  i n  f a c t  a  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L e e ,  1 9 6 6 ) .  
A f t e r  e x h a u s t i v e  s t r u c t u r a l  s t u d i e s ,  t h e  d i s c o v e r y  o f  3 - O - m e t h y l  g l u c o s e  i n  t h e  M G P  ( c o r e  
s t r u c t u r e )  n o n - r e d u c i n g  e n d  a n d  o f  g l y c e r i c  a c i d  i n  t h e  r e d u c i n g  e n d  c u l m i n a t e d  w i t h  a  f i r s t  
m o d e l  o f  t h e  c o m p l e t e  s t r u c t u r e  o f  t h e  M .  p h l e i  p o l y s a c c h a r i d e  b a c k b o n e  ( S a i e r  a n d  B a l l o u ,  
1 9 6 8 a ,  b ) .  I n  t h e  s a m e  y e a r  K e l l e r  a n d  B a l l o u  d e t e r m i n e d  t h e  a c y l  s u b s t i t u t i o n s  o f  M .  p h l e i  M G L P  
a n d  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m o l e c u l e  h a d  e s t e r i f i e d  a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e ,  i s o b u t y r a t e  a n d  o c t a n o a t e ,  
i n  t h e  m o l a r  r a t i o s  o f  3 :  1 :  1 :  1 .  T h e  l e v e l  o f  h e t e r o g e n e i t y  i n  M G L P  a l l o w e d  a  s e p a r a t i o n  i n  f o u r  
f o r m s  ( w h i c h  t h e y  n a m e d  M G L P - I  t o  M G L P - I V )  d u e  t o  d i f f e r e n c e s  i n  c h a r g e  o w i n g  t o  t h e  
p r e s e n c e  o f  0  t o  3  m o n o e s t e r i f i e d  s u c c i n a t e  r e s i d u e s  ( K e l l e r  a n d  B a l l o u ,  1 9 6 8 ) .  L a t e r ,  i n  1 9 7 2 ,  
G r a y  a n d  B a l l o u  i d e n t i f i e d  e i g h t  s p e c i f i c  l o c a t i o n s  o f  a c y l  g r o u p s  i n  t h e  M G L P  s t r u c t u r e  a n d  
c o n c l u d e d  t h a t  t h e  n o n - r e d u c i n g  t e r m i n u s  3 - O - m e t h y l g l u c o s e  r e s i d u e  w a s  s u b s t i t u t e d  a t  
p o s i t i o n s  4  a n d  6  a s  w e l l  a s  t h e  s u b s e q u e n t  g l u c o s e  r e s i d u e  a t  p o s i t i o n  6  ( G r a y  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 ) .  
F u r t h e r m o r e  o n e  o r  b o t h  o f  t h e  n e i g h b o r i n g  g l u c o s e s  w e r e  s u b s t i t u t e d  a t  p o s i t i o n  6 .  O n  t h e  
o t h e r  e x t r e m i t y ,  t h e  s e c o n d  a n d  t h i r d  g l u c o s e  r e s i d u e s  f r o m  t h e  g l y c e r i c  a c i d  e n d  c o n t a i n e d  a c y l  
s u b s t i t u e n t s  a t  p o s i t i o n  6  a n d  t h e  g l y c e r i c  a c i d  w a s  f o u n d  t o  b e  e s t e r i f i e d  o n  i t s  p r i m a r y  h y d r o x y l  
g r o u p  ( G r a y  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 )  ( F i g u r e  1 . 6  p a n e l  1 ) .  I n  1 9 7 3 ,  t h e  s p e c i f i c  a c y l  g r o u p s  a t  e a c h  
l o c a t i o n  w e r e  d e f i n e d  b y  S m i t h  a n d  B a l l o u ,  a f t e r  d e t e r m i n i n g  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  n e u t r a l  a n d  
a c i d i c  g r o u p s  ( s u c c i n y l ) .  T h e y  f o u n d  t h a t  f i v e  o f  t h e  s i x  n e u t r a l  g r o u p s  w e r e  l o c a t e d  a t  s p e c i f i c  
s i t e s  a t  t h e  n o n - r e d u c i n g  e n d  o f  t h e  m o l e c u l e  a n d  t h a t  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  s o m e  m o n o b a s i c  a c i d s  
w a s  s o m e w h a t  h e t e r o g e n o u s  ( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ) .  T h e s e  a u t h o r s  a l s o  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  
b r a n c h i n g  g l u c o s e  r e s i d u e  w a s  s u c c i n y l a t e d  a n d  t h a t  s u c c i n y l a t i o n  a l s o  o c c u r r e d  o n  t h e  g l u c o s e  
r e s i d u e s  n e a r  t h e  g l y c e r i c  a c i d .  F r o m  t h e  a n a l y s i s  o f  u n - s u c c i n y l a t e d  M G L P  i t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  
 
 
 2 1  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  
t h e  o c t a n o y l  g r o u p  w o u l d  b e  e s t e r i f i e d  t o  p o s i t i o n  3  o f  g l y c e r i c  a c i d  ( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 )  
( F i g u r e  1 . 6 ,  p a n e l  2 ) .  S i n c e  t h e  w o r k  o f  T u n g  a n d  B a l l o u  t h e  M G P  ( c o r e )  s t r u c t u r a l  m o d e l  h a s  
b e e n  c o r r e c t e d  t w i c e ,  n a m e l y  f o r  a n  a d d i t i o n a l  s i d e  c h a i n  g l u c o s e  u n i t  i n  1 9 8 2  ( F o r s b e r g  e t  a l . ,  
1 9 8 2 )  ( F i g u r e  1 . 6 ,  p a n e l  3 )  a n d  t h e n  i n  1 9 9 8  w h e n  t h e   - ( 1  3 )  b r a n c h i n g  l i n k a g e s  w e r e  
e s t a b i s h e d  ( T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  ( F i g u r e  1 . 6 ,  p a n e l  4 ) .  H o w e v e r ,  a c y l a t i o n  p o s i t i o n s  w e r e  n o t  r e -
e x a m i n e d  s i n c e  a n d  t h e  m o s t  r e c e n t  a n a l y s i s  o n  t h i s  c o n t e x t  w a s  c o n d u c t e d  i n  1 9 8 3  b y  f a s t -
a t o m - b o m b a r d m e n t  m a s s  s p e c t r o m e t r y  ( F A B M S )  b y  D e l l  a n d  B a l l o u  c o n f i r m i n g  t h e  r e s u l t s  o f  
T u n g  a n d  B a l l o u  ( F i g u r e  1 . 6 ,  p a n e l  3 )  ( D e l l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 3 ) .   
M G L P ’ s  c u r r e n t l y  a c c e p t e d  s t r u c t u r e  i s  b a s e d  o n  e a r l y  s t u d i e s  w i t h  M .  p h l e i  a c y l a t e d  f o r m s  ( D e l l  
a n d  B a l l o u ,  1 9 8 3 )  a n d  i n  t h e  m a j o r  m a t u r e  f o r m  p r e s e n t  i n  M .  b o v i s  B G C  ( T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  
J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ) .  M G L P  i s  p o s t u l a t e d  t o  b e  a  l i n e a r  c h a i n  o f  1 5 - <  
  - ( 1  4 ) - l i n k e d  
g l u c o s e s ,  n i n e  o f  w h i c h  a r e  6 - O - m e t h y l g l u c o s e  u n i t s  a n d  w i t h  a  n o n - r e d u c i n g  e n d  o f  3 - O -
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g l u c o p y r a n o s e  ( g l u c o s y l g l y c e r a t e )  i n  t u r n  l i n k e d  t o  a  s e c o n d  g l u c o s e  t h r o u g h  a n   - ( 1  6 )  l i n k a g e  
t h a t  i n i t i a t e s  t h e  m a i n  M G L P  c h a i n ,   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  - ( 1  3 ) - l i n k e d  b r a n c h i n g  g l u c o s e s .  
I n  t h e  m a t u r e  s t r u c t u r e  t h e  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s ,  a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e  o r  i s o b u t y r a t e ,  e s t e r i f y  
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  - ( 1  3 ) - b r a n c h i n g  g l u c o s e s  
a r e  e s t e r i f i e d  w i t h  s u c c i n a t e .  T h e  o c t a n o a t e  m o i e t y  i n  M G L P  w a s  p r o p o s e d  t o  e s t e r i f y  t h e  
p r i m a r y  h y d r o x y l  g r o u p  o f  g l y c e r i c  a c i d  ( F o r s b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  D e l l  a n d  B a l l o u ,  
1 9 8 3 )  ( F i g u r e  1 . 6  l a s t  p a n e l ) .  I n  v i v o ,  M G L P s  e x i s t  a s  a  m i x t u r e  o f  s t r u c t u r a l l y  c o m p l e x  m o l e c u l e s  
t h a t  v a r y  i n  t h e  n u m b e r  o f  g l u c o s e  u n i t s  a n d  m e t h y l  g r o u p s ,  a s  w e l l  a s  i n  t h e  n u m b e r  a n d  n a t u r e  
o f  a c y l  g r o u p  m o d i f i c a t i o n s  ( T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 5 a ;  T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 5 b ) .  
 
3 .  4 .  1   P h y s i o l o g i c a l  r o l e   
 
D u e  t o  s t e r e o c h e m i c a l  c o n s t r a i n t s  a r i s i n g  f r o m  t h e   - ( 1  4 ) - l i n k e d  P M P S s  m a i n  c h a i n s ,  t h e y  a r e  
l i k e l y  t o  a d o p t  a  c o i l e d  c o n f o r m a t i o n  i n  s o l u t i o n ,  f o r m i n g  a  c y l i n d r i c a l  h y d r o p h o b i c  c a v i t y  w i t h  
t h e  m e t h y l  g r o u p s  f a c i n g  i n n w a r d  a n d  w h e r e  a  l o n g - c h a i n  f a t t y  a c i d  d e r i v a t i v e  ( a c y l - C o A )  c a n  b e  
a c c o m o d a t e d  ( B e r g e r o n  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  Y a b u s a k i  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 8 ) .  T h e  c o m p l e x a t i o n  a b i l i t y  o f  
P M P S s  a p p e a r s  t o  h e i g h t e n  a f t e r  t w o  c o m p l e t e  t u r n s  o f  a  t i g h t l y  c o i l e d  h e l i x  a n d  t h e  l e n g t h  o f  
s u c h  a  h e l i x  i s  r o u g h l y  e q u a l  t o  t h a t  o f  t h e  e x t e n d e d  p a l m i t i c  a c i d  ( C 1 6 )  o r  s t e a r i c  a c i d  ( C 1 8 )  c h a i n  
( K i h o  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 8 ) .  T h u s ,  i t  i s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e s e  f a t t y  a c i d  l e n g t h s  p r o v i d e  
o p t i m u m  b i n d i n g  ( K
d
 0 . 1   M )  ( Y a b u s a k i  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 8 )  w h e r e a s  s m a l l e r  c h a i n s  f o r m  w e a k e r  
c o m p l e x e s  ( K i h o  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 8 ;  Y a b u s a k i  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 8 ) .  W h e n  a n  a c y l - C o A  d e r i v a t i v e  
b i n d s  t o  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  i t  c h a n g e s  i t s  c o n f o r m a t i o n  f r o m  a  r a n d o m  c o i l  t o  a  m o r e  o r d e r e d  
h e l i x  ( M a g g i o ,  1 9 8 0 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  c o m p l e x e d  a c y l - C o A  m a y  f o l d  o v e r  t o  a s s u m e  a  h a i r p i n -
l i k e  s t r u c t u r e ,  w h e r e  s o m e  c h a r g e d  m o i e t i e s  o f  t h e  c o e n z y m e  c a n  i n t e r a c t  w i t h  t h e  h y d r o p h i l i c  
p o l y s a c c h a r i d e  e x t e r i o r ,  s t a b i l i z i n g  t h e  c o m p l e x  ( B e r g e r o n  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  
 
 
 
 2 2 C h a p t e r 1  
 
F i g u r e  1 . 6  -  E v o l u t i o n  o f  M G L P  s t r u c t u r e  a n d  a c y l a t i o n  p o s i t i o n  o v e r  t i m e .  B l u e  c i r c l e s  r e p r e s e n t  a n y  o f  t h e  a c y l  g r o u p s  
d e t e c t e d  i n  M G L P  ( a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e ,  i s o b u t y r a t e ,  s u c c i n a t e  o r  o c t a n o a t e ) ;  p u r p l e  c i r c l e s  r e p r e s e n t  a c e t a t e ,  
p r o p i o n a t e  o r  i s o b u t y r a t e ;  g r e e n  c i r c l e s  r e p r e s e n t  s u c c i n a t e  a n d  o r a n g e  c i r c l e s  r e p r e s e n t  o c t a n o a t e .  ( G r a y  a n d  B a l l o u ,  
1 9 7 2 ;  S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  F o r s b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  D e l l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 3 ;  T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  T h e  b o t t o m  p a n e l  
c o r r e s p o n d s  t o  t h e  c u r r e n t l y  a c c e p t e d  s t r u c t u r e  o f  M G L P  f r o m  M .  b o v i s  B C G  ( T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  
2 0 0 9 ) .
 
 
 2 3  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  
T h i s  b i n d i n g  c a p a b i l i t y  p r o v i d e s  P M P S s  t h e  a b i l i t y  t o  f o r m  s t a b l e  1 : 1  c o m p l e x e s  w i t h  l o n g  a c y l -
c o A s  ( M a c h i d a  a n d  B l o c h ,  1 9 7 3 )  w h i c h  i s  t h e  c o r e  p r o p e r t y  o f  t h e i r  p r o p o s e d  r e g u l a t o r y  r o l e  i n  
F A s  s y n t h e s i s  s i m u l t a n e o u s l y  a l l o w i n g  ( i )  p r o t e c t i o n  o f  F A S  s y s t e m s  a g a i n s t  e n d  p r o d u c t  
i n h i b i t i o n  b y  a c c e l e r a t i n g  t h e  r a t e  o f  t h e  o v e r - a l l  e l o n g a t i o n  p r o c e s s  a n d  t h e  r a t e  o f  d i f f u s i o n  o f  
n e o - s y n t h e s i z e d  a c y l  c h a i n s  ( i i )  p r o t e c t i o n  o f  a c y l - C o A  c h a i n s  f r o m  d e g r a d a t i o n  b y  c y t o p l a s m i c  
l i p o l y t i c  e n z y m e s  w h i l e  a l s o  p r e v e n t i n g  d i s r u p t i o n  o f  m e t a b o l i s m  ( B l o c h  a n d  V a n c e ,  1 9 7 7 ) .  
T h e  d i f f u s i o n  o f  C o A  d e r i v a t i v e s  i s  r a t e - l i m i t i n g  f o r  F A S - I  a n d ,  c o n s e q u e n t l y ,  t h e  a b i l i t y  o f  P M P S s  
t o  s e q u e s t e r  F A S - I  e n d  p r o d u c t s  i s  e s s e n t i a l  f o r  e n z y m e  t u r n o v e r  d r a m a t i c a l l y  i n c r e a s i n g  t h e  r a t e  
o f  f a t t y  a c i d  s y n t h e s i s ,  a l s o  a c c e l e r a t i n g  t h e  o t h e r w i s e  s l o w  d i f f u s i o n  o f  C 2 4 - C 2 6  a c y l - C o A s  ( B a n i s  
e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  A s  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h i s  a c c e l e r a t i n g  e f f e c t  t h e r e  i s  a n  e x p e c t e d  c h a n g e  o n  t h e  
b i m o d a l  c h a i n  d i s t r i b u t i o n ,  s h i f t i n g  t h e  p a t t e r n  f r o m  C 2 4 - 2 6  t o  C 1 6 - 1 8  a c y l - C o A s  ( W o o d  e t  a l . ,  
1 9 7 7 ) .  T h e s e  s h o r t e r  c h a i n  f a t t y  a c i d s  c a n  e n t e r  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  c o n v e n t i o n a l  m e m b r a n e  
p h o s p h o l i p i d s  o r  b e  f e d  t o  F A S - I I  t o  b e  f u r t h e r  e l o n g a t e d .  B o t h  t h e s e  l o n g e r  c h a i n s  a n d  t h e  C 2 4 -
2 6  C o A s  s e r v e  a s  p r e c u r s o r s  f o r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  m o r e  c o m p l e x  M A s  ( F i g u r e  1 . 3  /  F i g u r e  1 . 7 ) .  
F A S - I  f r o m  M .  p h l e i  w a s  d i s c o v e r e d  t o  b e  d e p e n d e n t  o n  a  h e a t - s t a b l e  f r a c t i o n  f o r  n o r m a l  F A s  
s y n t h e s i s  a t  l o w  a c e t y l - C o A  c o n c e n t r a t i o n s  ( I l t o n  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  T h i s  h e a t - s t a b l e  f r a c t i o n  w a s  
s h o w n  t o  c o r r e s p o n d  t o  P M P S s  ( B S A  c o u l d  s u b s t i t u t e  t o  s o m e  e x t e n t ) ,  w h i c h  m a r k e d l y  l o w e r e d  
t h e  e n z y m e ’ s  K
m
 f o r  a c y l - C o A ,  t h e  p r i m e r  f o r  F A s  e l o n g a t i o n  ( f r o m  2 0 0  μ M  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
P M P S  t o  4  μ M  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  P M P S s )  ( I l t o n  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  p u r i f i e d  P M P S s  i n  
v i t r o  a l s o  h a d  t h e  a b i l i t y  t o  s h i f t  t h e  p a t t e r n  o f  s y n t h e s i s  o f  F A s  c h a i n  l e n g t h  ( F l i c k  a n d  B l o c h ,  
1 9 7 4 ;  P a p a i o a n n o u  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
I n  a  F A S - I  M .  s m e g m a t i s  p u r i f i e d  f r a c t i o n ,  a t  l o w  a c e t y l - C o A  c o n c e n t r a t i o n s  ( 2 0  μ M ) ,  t h e  
e l o n g a t i o n  p r o c e s s  w a s  f a s t  b u t  t h e  t e r m i n a t i o n  r e a c t i o n  w a s  s l o w .  B e c a u s e  t h e  a m o u n t  a n d  
l e n g t h  o f  a c y l  c h a i n s  r e l e a s e d  d e p e n d s  o n  t h e  r e l a t i v e  r a t e s  o f  e l o n g a t i o n  a n d  t e r m i n a t i o n  t h i s  
r e s u l t e d  i n  a  C 2 4 - C 2 6  a c y l - C o A  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  M M P  t h e  t e r m i n a t i o n  
r a t e s  i n c r e a s e d  b e c a u s e  M M P  f o r m s  a  c o m p l e x  w i t h  n e o - s y n t h e s i z e d  a c y l - C o A s  t h u s  a i d i n g  t h e  
o r d i n a r i l y  s l o w  r a t e - l i m i t i n g r e l e a s e  o f  p r o d u c t ,  i r r e s p e c t i v e  o f  c h a i n  l e n g t h .  N o n t h e l e s s ,  t h e  
e f f e c t  o n  c h a i n  l e n g t h  w a s  u n n o t i c e a b l e  b e c a u s e  e l o n g a t i o n  r a t e s  w e r e  s t i l l  g r e a t e r  t h a n  
t e r m i n a t i o n  r a t e s .  A t  h i g h e r  a c e t y l - C o A  c o n c e n t r a t i o n s  ( 3 0 0  μ M )  t h e  e l o n g a t i o n  r a t e s  w e r e  
r e d u c e d  b e c a u s e  a c y l - C o A  c o m p e t e s  f o r  a c t i v e  s i t e s  a n d  t h e  e f f e c t  o f  M M P  o n  t e r m i n a t i o n  
b e c a m e  s u f f i c i e n t  t o  y i e l d  a  s h i f t  i n  p a t t e r n  l e n g t h  ( W o o d  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  T h e  b i m o d a l  c h a n g e  i n  
c h a i n  l e n g t h  i s  i n f l u e n c e d  b y  a n  a r r a y  o f  f a c t o r s ,  i n c l u d i n g  a c e t y l - C o A  t o  m a l o n y l - C o A  r a t i o s ,  a n d  
t e m p e r a t u r e  ( F l i c k  a n d  B l o c h ,  1 9 7 5 ;  B l o c h ,  1 9 7 7 ) .  R a i s i n g  t h e  a c e t y l - C o A  t o  m a l o n y l - C o A  r a t i o  
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    	 - C o A )  t o  1 5 0  ( 3  m M  a c e t y l - C o A )  i n c r e a s e d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  s h o r t e r  c h a i n  
f a t t y  a c i d s  f r o m  1 2 %  t o  8 7 %  a n d  a l s o  c a u s e d  a n  o v e r a l l  5  t o  1 0 - f o l d  i n c r e a s e  i n  F A s  s y n t h e s i s .  
T h e  a d d i t i o n  o f  P M P S s  {   
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    	 - C o A )  c a u s e d  a  s i m i l a r  s h i f t  i n  t h e  b i m o d a l  d i s t r i b u t i o n ,  
f r o m  a  l o w  t o  a  h i g h  ( 2 5 %  t o  8 5 % )  p r o p o r t i o n  o f  s h o r t e r  F A  c h a i n ,  a n d  i n  t h e  o v e r - a l l  F A  s y n t h e t i c  
r a t e  ( F l i c k  a n d  B l o c h ,  1 9 7 4 ) .  N o t a b l y ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  P M P S s  t h i s  s h i f t  o c c u r e d  a t  a  l o w e r  a c y l -
C o A  c o n c e n t r a t i o n  e n a b l i n g  f a t t y  a c i d  s y n t h e s i s  t o  p r o c e e d  a t  l o w  a n d  m o r e  p h y s i o l o g i c a l  
s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  ( F i g u r e  1 . 7 ) .  
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F i g u r e  1 . 7  -  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  P M P S  a n d  a c e t y l - C o A / m a l o n y l - C o A  r a t i o  e f f e c t  o n  b i m o d a l  p a t t e r n  o f  F A S - I  
a n d  F A  s y n t h e t i c  r a t e  f o r  M .  s m e g m a t i s .  U n i t s  w e r e  c a l c u l a t e d  b a s e d  o n  p e r c e n t a g e s  p r e s e n t e d  i n  F l i c k  a n d  B l o c h  
( 1 9 7 4 )  a s s u m i n g  a  1 0  f o l d  i n c r e a s e  i n  F A  s y n t h e t i c r a t e .  S h o r t c h a i n s  a r e  a  m i x t u r e  o f  C 1 4 - C 1 6 - C 1 8  t h e  d o m i n a n t  
p r o d u c t s  b e i n g  C 1 6  a n d  C 1 8 .  L o n g  c h a i n s  a r e  a  m i x t u r e  o f  C 2 0 - C 2 2 - C 2 4  w h e r e  t h e  d o m i n a n t  p r o d u c t  i s  C 2 4 .  B o x e d  i n  
g r e y  i s  r e p r e s e n t e d  t h e  i n t e g r a t i o n  o f  F A S - I  w i t h  F A S - I I  s y s t e m  a n d  M A  b i o s y n t h e s i s  i n  m y c o b a c t e r i a ,  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  P M P S .
 
 
 2 5  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  
R a i s i n g  m y c o b a c t e r i a l  g r o w t h  t e m p e r a t u r e  f r o m  3 7  t o  4 5 ° C  t e n d s  t o  i n c r e a s e  t h e  a v e r a g e  c h a i n  
l e n g t h  f o r  b o t h  F A S  s y s t e m s  ( O d r i o z o l a  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  I n  a  f r a c t i o n  o f  p u r i f i e d  M .  s m e g m a t i s  F A S -
I ,  t h e  r a t i o  C 1 6 - C 1 8  t o  C 2 4  a c y l - C o A s  w a s  s t a b l e  a t  2 5 ° C ,  w h i l e  a t  4 5 ° C  t h e  p r o p o r t i o n  o f  C 2 4  
a c y l - C o A  w a s  t h r i c e  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  s h o r t e r  c h a i n  F A s  ( B l o c h ,  1 9 7 7 ) .  T h e  F A  d i s t r i b u t i o n  
p a t t e r n  i s  h i g h l y  f l e x i b l e  b u t  p e r s i s t e n t l y  b i m o d a l  a n d  c h a n g e s  i n  d i s t r i b u t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  
e n v i r o n m e n t a l  a n d  p h y s i o l o g i c a l  c h a n g e s  i l l u s t r a t e  t h e  u n u s u a l  f l e x i b i l i t y  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  
F A S - I  ( B l o c h ,  1 9 7 7 ) .  
T h e  n e w l y  s y n t h e t i z e d  f a t t y  a c y l  c h a i n s  a r e  l i k e l y  s e q u e s t e r e d  i n t o  t h e  i n n e r  c a v i t y  o f  t h e  c o i l e d  
p o l y s a c c h a r i d e  ( Y a b u s a k i  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 9 ) .  T h e  c o m p l e x a t i n g  a b i l i t y  i s  k e y  w h e n  p r o t e c t i n g  F A  
c h a i n s  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  a  M .  s m e g m a t i s  M G L P  a n a l o g  l a c k i n g  t h e  f o u r  n o n  r e d u c i n g  e n d  
g l u c o s e s  ( a f t e r  a m y l a s e  d i g e s t i o n ) ,  w h i c h  l o s t  t h e  a b i l i t y  t o  b i n d  t h e  s u b s t r a t e  a n d  c o u l d  n o t  
p r e v e n t  s u b s e q u e n t  a c y l - C o A  h y d r o l y s i s  ( Y a b u s a k i  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 9 ) .  B e c a u s e  t h e  i n t r a c e l l u l a r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  l o n g  c h a i n  a c y l - C o A  i s  a b o u t  0 . 3  m M  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  P M P S s  
a p p r o a c h e s  1  m M ,  c o n s i d e r i n g  a n  e s t i m a t e d  K
d
 o f  0 . 1   ` " 
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s h o u l d  f o r m  c o m p l e x e s ,  w h i c h  w o u l d  n o t  o n l y  p r o t e c t  a c y l - C o A s  f r o m  d e g r a d a t i o n  b u t  c o u l d  
a l s o  c o n f e r  P M P S s  a  r o l e  a s  l i p i d  c a r r i e r s  ( Y a b u s a k i  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 8 ) .  
T h e  a c t u a l  i m p o r t a n c e  o f  P M P S s  f o r  r e g u l a t i o n  o f  f a t t y  a c i d  m e t a b o l i s m  r e m a i n s  t o  b e  
e x p e r i m e n t a l l y  d e m o n s t r a t e d .  T h e  f i r s t  a t t e m p t  t o  s t u d y  t h e i r  i n  v i v o  f u n c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  
i n  a  M .  s m e g m a t i s  s p o n t a n e o u s  m u t a n t  w i t h  r e d u c e d  l e v e l s  o f  P M P S s  ( 5 0 %  o f  M G L P  a n d  7 %  o f  
M M P  w h e n  c o m p a r e d  t o  W T ) .  H o w e v e r  f a t t y  a c i d  s y n t h e s i s  w a s  n o t  d r a m a t i c a l l y  a l t e r e d ,  e x c e p t  
f o r  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  h i g h e r  l e v e l s  o f  s h o r t - c h a i n  a n d  l e s s  l o n g - c h a i n  u n s a t u r a t e d  F A s  r e l a t i v e  
t o  W T  c e l l s  ( M a l o n e y  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 0 ) .  T h e  l a c k  o f  a n y  s e v e r e  a n o m a l i e s ,  e x c e p t  f o r  t h e  s l o w e r  
g r o w t h  r a t e  w h e n  c o m p a r e d  t o  W T ,  c o u l d  p o s s i b l y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  a p p r e c i a b l e  l e v e l s  o f  
M G L P  s t i l l  b e i n g  p r o d u c e d  b y  t h e  m u t a n t  ( M a l o n e y  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 0 ) .  
I n  o r d e r  t o  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e  P M P S s  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s ,  g e n e t i c  s t u d i e s  r e g a r d i n g  M G L P  
b i o s y n t h e t i c  g e n e s  w e r e  c o n d u c t e d .  T h e   - ( 1  4 ) - g l u c o s y l t r a n s f e r a s e  g e n e ,  r e s p o n s i b l e  f o r  
M G L P  e l o n g a t i o n  ( R v 3 0 3 2 ) ,  a n d  t h e  m e t h y l t r a n s f e r a s e  f o r  6 - O - m e t h y l a t i o n  ( R v 3 0 3 0  o r t h o l o g u e  
M S M E G _ 2 3 4 9 )  w e r e  i n a c t i v a t e d  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  a n d  M .  s m e g m a t i s ,  r e s p e c t i v e l y  ( S t a d t h a g e n  
e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  M .  t u b e r c u l o s i s  R v 3 0 3 2  m u t a n t  p r e s e n t e d  a  s l o w e r  g r o w t h  r a t e  a t  3 7 ° C  a n d  
g r o w t h  w a s  a b o l i s h e d  f o r  b o t h  m u t a n t s  a t  t e m p e r a t u r e s  h i g h e r  t h a n  3 9 ° C  {  R v 3 0 3 2 )  o r  4 2 ° C  
{  `  `   _ 2 3 4 9 )  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  W h e n  g r o w n  a t  3 7 ° C ,  t h e y  b o t h  d i s p l a y e d  W T  f a t t y  
a c i d  c o n t e n t  a l b e i t  w i t h  d i m i n i s h e d  M G L P  s y n t h e s i s  a n d  l e s s  g l y c o s y l a t e d  ( s h o r t e r )  w h e n  
c o m p a r e d  t o  W T  f o r m  ( J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ;  S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  I t  w a s  n o t e d  
h o w e v e r  a  c o m p e n s a t o r y  a c t i v i t y  n o t  o n l y  f o r  t h e  g l u c o s y l t r a n s f e r a s e  b u t  a l s o  f o r  t h e  O -
m e t h y l t r a n s f e r a s e  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  w h i c h  f r u s t r a t e d  t o t a l  a b o l i t i o n  o f  M G L P  s y n t h e s i s .  
A n o t h e r  s t u d y  a n a l y z e d  t h e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  g p g S  g e n e  r e s p o n s i b l e  f o r  i n i t i a t i o n  o f  M G L P  
b i o s y n t h e s i s  ( R v 1 2 0 8  o r t h o l o g u e  M S M E G _ 5 0 8 4 ) .  S i m i l a r l y  t o  t h e  M .  t u b e r c u l o s i s   R v 3 0 3 2  t h e  
M .  s m e g m a t i s   g p g S  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  g r o w t h  r a t e  ( K a u r  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  w i t h  i m p a r e d  
d e  n o v o  s y n t h e s i s  o f  M G L P  ( 8 0 %  o f  W T )  b u t ,  o n c e  a g a i n ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  
w a s  n o t  t o t a l l y  a b o l i s h e d  a n d  n e i t h e r  F A  m e t a b o l i s m  n o r  t h e i r  l e v e l s  w e r e  a f f e c t e d  ( K a u r  e t  a l . ,  
2 0 0 9 ) .  T h i s  c o u l d  b e  d u e  t o  r e s i d u a l  a m o u n t s  o f  M G L P  p r o p o s e d  t o  b e  t h e  r e s u l t  o f  u n i d e n t i f i e d  
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G p g S  o r  G G  s y n t h a s e  a c t i v i t i e s ,  l e a d i n g  t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  M G L P  p r i m e r  G G  ( s e e  b e l o w )  o r ,  
m o s t  p r o b a b l y ,  t o  t h e  c o m p e n s a t o r y  e f f e c t  o f  t h e  r e l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e  M M P  p r e s e n t  i n  M .  
s m e g m a t i s ,  w h o s e  l e v e l s  w e r e  u n a f f e c t e d  i n  t h i s   g p g S  m u t a n t  ( K a u r  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  
T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  a b o v e m e n t i o n e d  g e n e t i c  s t u d i e s  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  p r o p o s e d  f u n c t i o n  o f  
P M P S s  a s  r e g u l a t o r s  o f  F A s  m e t a b o l i s m  s t r o n g l y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  p o l y s a c c h a r i d e s  m a y  a l s o  b e  
c r i t i c a l l y  i n v o l v e d  i n  m y c o b a c t e r i a l  a d a p t a t i o n  t o  t h e r m a l  s t r e s s ,  d i r e c t l y  o r  i n d i r e c t l y ,  t h r o u g h  
i n t e r f e r e n c e  w i t h  F A s  m e t a b o l i s m  a n d  s u p p l y  t o  t h e  c e l l  e n v e l o p e  ( J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ;  
S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  A s  s t a t e d  i n  s e c t i o n  2 . 1 . 1 ,  w h e n  g r o w i n g  a t  h i g h e r  t e m p e r a t u r e s  
m y c o b a c t e r i a  s y n t h e s i z e  l o n g e r  m y c o l i c  a c i d s  c h a i n s  t o  m a i n t a i n  c e l l  w a l l  i n t e g r i t y  ( T o r i y a m a  e t  
a l . ,  1 9 8 0 ;  B a b a  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  L i u  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  T h e  a b i l i t y  o f  P M P S s  t o  m o d u l a t e  f a t t y  a c i d  s y n t h a s e  
t o g e t h e r  w i t h  t h e  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  M G L P s - d e f e c t i v e  m u t a n t s ,  s t r o n g l y  s u g g e s t  a  
v i t a l  r o l e  i n  a d a p t a t i o n  t o  t h e r m a l  s t r e s s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .   
T h e  s p e c i f i c  r o l e  o f  M G L P  a c y l a t i o n  i s  u n k n o w n  a l t h o u g h  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t o  r e g u l a t e  i t s  
o w n  m e t h y l a t i o n  l e v e l s ( G r e l l e r t  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 )  ( s e e  s e c t i o n  3 . 4 . 2 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  a n d  s i m i l a r l y  
t o  m e t h y l a t i o n ,  t h e  s h o r t  c h a i n  n e u t r a l  a c y l  g r o u p s  a r e  a l s o  e x p e c t e d  t o  e n h a n c e  t h e  n o n p o l a r  
i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  w i t h  F A s  a d d i n g  h y d r o p h o b i c i t y  t o  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  c o i l  
( H i n d s g a u l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 ) .  M o r e o v e r ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  a c y l a t i o n  f u r t h e r  s t a b i l i z e s  
t h e  p o l y s a c c h a r i d e  i n  h e l i c a l  c o n f o r m a t i o n ,  e v e n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  b o u n d  l i p i d ,  t h u s  c o n t r i b u t i n g  
t o  a  m o r e  o r d e r e d  c o n f i g u r a t i o n .  T h e  o c t a n o y l  g r o u p  s p e c i f i c a l l y  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  b e h a v e  
a s  a n  a x i s  a r o u n d  w h i c h  M G L P  c o u l d  s t a b l y  f o l d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  l o n g e r  a c y l - C o A s  ( H i n d s g a u l  
a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 ) ,  a l s o  r a i s i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  e n e r g y  r e q u i r e d  f o r  c o m p l e x a t i o n  w i t h  l o n g e r  f a t t y  
a c y l - C o A s  h e n c e  c o n f e r r i n g  M G L P  f u r t h e r  d i s c r i m i n a t o r y  c a p a b i l i t y  w h e n  c o m p a r e d  t o  M M P  
( H i n d s g a u l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 ) .  T h e  o c t a n o a t e  m o i e t y  w a s  f u r t h e r  s u g g e s t e d  t o  a t t a c h  M G L P  
i n t e r m e d i a t e s  t o  t h e  i n n e r  l e a f l e t  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  a c t i n g  a s  a  s t a b i l i z a t i o n  a n c h o r  
d u r i n g  d u r i n g  t h e  e l o n g a t i o n  s t e p s  ( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ) .  T h e  a c i d i c  s u c c i n y l  g r o u p s  c o u l d  
p o s s i b l y  b e  i n v o l v e d  i n  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  p r o t e i n s  o r  w i t h  c a t i o n s  b e c a u s e  t h e y  w e r e  r e p o r t e d  
t o  f a c i l i t a t e  t h e  t r a n s p o r t  o f  c a l c i u m  i o n s  w h e n  t h e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  w a s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  
a r t i f i c i a l  l i p i d  b i l a y e r s  ( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 )  o r  e v e n  h e l p  t o  i n c r e a s e  t h e  s o l u b i l i t y  o f  M G L P -
l i p i d  c o m p l e x e s  ( H i n d s g a u l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 ) .  
 
3 .  4 .  2   B i o s y n t h e s i s  o f  M G L P  
 
T h e  s t e p s  t o w a r d s  i d e n t i f y i n g  t h e  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  P M P S s  b i o s y n t h e s i s  w e r e  i n i t i a t e d  i n  t h e  
B a l l o u  l a b o r a t o r y  w i t h  t h e  i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n a t i v e  e n z y m e  f o r  t h e  t r a n s f e r  o f  
m e t h y l  g r o u p s  f r o m  S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e  t o  g l u c o s e  ( F e r g u s o n  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 0 ) .  H o w e v e r ,  
f u r t h e r  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  p a t h w a y  o n l y  b e c a m e  p o s s i b l e  w i t h  t h e  g r o w i n g  a v a i l a b i l i t y  o f  
s e q u e n c e d  m y c o b a c t e r i a l  g e n o m e s  a n d  t h e  a d v a n c e s  i n  m o l e c u l a r  b i o l o g y  t e c h n i q u e s .  T h e  
g e n e r a l  a s p e c t s  o f  M M P  b i o s y n t h e s i s  w e r e  i n i t i a l l y  e l u c i d a t e d  b y  W e i s m a n  a n d  B a l l o u ,  w h o  
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  - ( 1  4 ) - m a n n o s y l t r a n s f e r a s e  ( M a n T )  ( W e i s m a n  a n d  
B a l l o u ,  1 9 8 4 b )  a n d  a  3 - O - m e t h y l t r a n s f e r a s e  ( O M e t T )  i n  M .  s m e g m a t i s  c e l l - f r e e  e x t r a c t s  
( W e i s m a n  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 a ) .  A  m o d e l  f o r  M M P  b i o s y n t h e s i s  w a s  p r o p o s e d  i n  w h i c h  e l o n g a t i o n  
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w o u l d  o c c u r  b y  a l t e r n a t i n g  m a n n o s y l a t i o n  f o l l o w e d  b y  m e t h y l a t i o n  a n d  i n  w h i c h  t e r m i n a t i o n  o f  
e l o n g a t i o n  w o u l d  t a k e  p l a c e  w h e n  t h e  c h a i n  r e a c h e d  1 0 – 1 4  m o n o s a c c h a r i d e  r e s i d u e s  i n  l e n g t h ,  
w h i c h  i s  c o m p a t i b l e  w i t h  f a t t y  a c i d - b i n d i n g  ( W e i s m a n  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 a ) .  T h i s  m o d e l  p r o p o s e d  
t h a t  M a n t T  e l o n g a t i o n  s t a r t s  w i t h  a  m a n n o s e  t e t r a s a c h a r i d e  b u t  d i d  n o t  e x p l a i n  h o w  t h e  
b i o s y n t h e s i s  i s  i n i t i a t e d  ( W e i s m a n  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 b ) .   
M o r e  r e c e n t l y  X i a  a n d  c o - w o r k e r s  s h o w e d  t h a t  M M P  e l o n g a t i o n  d o e s  n o t  r e q u i r e  t h e  s e q u e n t i a l  
a c t i v i t y  o f  M a n T  a n d  O M e t T  b u t  t h a t  i n s t e a d  M a n T  c a n  i n d e p e n d e n t l y  p r o d u c e  a  l i n e a r  p o l y m e r  
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  - ( 1  4 ) - l i n k e d  t e t r a m a n n o s i d e  a s  s u b s t r a t e .  I n  t h i s  a l t e r n a t i v e  m o d e l  t h e  
u n m e t h y l a t e d  m a n n o s e  c h a i n s  ( o r  M M P  f r a g m e n t s )  a r e  f i r s t  e x t e n d e d  b y  M a n T  a n d  
s u b s e q u e n t l y  m e t h y l a t e d  a t  O - 3  o f  e a c h  m a n n o s e  b y  O M e t T ,  i m p l i c a t i n g  t h a t  M a n T  c o u l d  
i n t r o d u c e  m o r e  t h a n  o n e  m a n n o s e ,  o r  e v e n  c o n s t r u c t  t h e  w h o l e  c h a i n ,  p r i o r  t o  m e t h y l a t i o n  ( X i a  
e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  T h e s e  a u t h o r s  a l s o  i d e n t i f i e d ,  o v e r e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  a n d  c o n f i r m e d  i n  c e l l  e x t r a c t s  
t h e  M a n T  a c t i v i t y  r e s p o n s i b l e  f o r  c h a i n  e l o n g a t i o n  ( X i a ,  2 0 1 3 ) .  T o  d a t e  n o  o t h e r  g e n e s  p r o p o s e d  
t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  M M P s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d .  
M G L P  h a s  r e c e i v e d  s u b s t a n t i a l l y  m o r e  a t t e n t i o n  t h a t  M M P  b e c a u s e  i t  i s  t h e  o n l y  P M P S  f o u n d  i n  
s l o w l y - g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  s u c h  a s  M .  t u b e r c u l o s i s  ( J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ;  M e n d e s  e t  
a l . ,  2 0 1 2 ) .  A s  s u c h ,  s o m e  o f  t h e  g e n e s  a n d  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  i t s  b i o g e n e s i s  h a v e  b e e n  
i d e n t i f i e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  i n  r e c e n t  y e a r s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  E m p a d i n h a s  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  
P e r e i r a  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  K a u r  e t  a l . ,  2 0 0 9 ;  M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ;  A l a r i c o  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  ( F i g u r e  1 . 8 ) .  
T h e  f i r s t  c o m m i t t e d  s t e p  i n  M G L P s  b i o s y n t h e s i s  i s  t h e  s y n t h e s i s  o f  G G ,  i n i t i a l l y  r e p o r t e d  t o  b e  
t h e  p r i m e r  f o r  t h e i r  b i o g e n e s i s  i n  M .  s m e g m a t i s  ( K a m i s a n g o  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  M a n y  y e a r s  l a t e r ,  t h e  
e n z y m e  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  s y n t h a s e  ( G p g S / R v 1 2 0 8 ) ,  c a t a l y z i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  
p h o s p h o r y l a t e d  i n t e r m e d i a t e  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  ( G P G )  w a s  c h a r a c t e r i z e d  
( E m p a d i n h a s  e t  a l . ,  2 0 0 8 )  a n d  g e n e t i c a l l y  c o n f i r m e d  t o  b e  l i n k e d  t o  t h e  i n i t i a t i o n  o f  M G L P  
s y n t h e s i s  ( K a u r  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  T h e  s u b s e q u e n t  s t e p  w a s  f o u n d  t o  e n c o m p a s s  t h e  
d e p h o s p h o r y l a t i o n  o f  G P G  b y  a  a t y p i c a l  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e  
( G p g P / R v 2 4 1 9 c )  y i e l d i n g  G G  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  
A  G G  h y d r o l a s e  w i t h  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e c o v e r y  f r o m  n i t r o g e n  s t r e s s  w a s  r e c e n t l y  
i d e n t i f i e d  i n  r a p i d l y - g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  b u t  i t s  i n v o l v e m e n t  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  M G L P  
b i o s y n t h e s i s  i s  s t i l l  h y p o t h e t i c a l  ( A l a r i c o  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  .  A l t h o u g h  e x p e r i m e n t a l  c o n f i r m a t i o n  i s  
s t i l l  m i s s i n g ,  t h e  p r e d i c t e d  t h i r d  b i o s y n t h e t i c  e n z y m e  l i k e l y  c a t a l y z e s  t h e  t r a n s f e r  o f  a n  a d d i t i o n a l  
g l u c o s e  u n i t  t o  G G  t o  y i e l d  g l u c o s y l -  - ( 1  6 ) - g l u c o s y l g l y c e r a t e  ( D G G ) .  B a s e d  o n  g e n o m i c  c o n t e x t  
a n a l y s i s  t h e  g e n e  p r e d i c t e d  t o  c o o r d i n a t e  t h i s  s t e p  i s  R v 3 0 3 1 ,  c o d i n g  f o r  a  p u t a t i v e  g l y c o s i d e  
h y d r o l a s e  o f  t h e  G H - 5 7  f a m i l y  o f  b r a n c h i n g  e n z y m e s  a n d  a  p r e d i c t e d   - ( 1  6 ) - b r a n c h i n g  e n z y m e  
( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  M o r e o v e r  R v 3 0 3 1  i s  p a r t  o f  a n  o p e r o n  ( F i g u r e  1 . 8 )  a l r e a d y  
d e m o n s t r a t e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  M G L P  b i o s y n t h e s i s ,  i n c l u d i n g  i t s  n e i g h b o r i n g  g e n e s  R v 3 0 3 0  a n d  
R v 3 0 3 2  f o r  t h e  6 - O - m e t h y l t r a n s f e r a s e  a n d  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e  f o r  M G L P  m e t h y l a t i o n  a n d  
e x t e n s i o n ,  r e s p e c t i v e l y  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
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F i g u r e  1 . 8  -  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  g e n e  c l u s t e r s  p r o p o s e d  t o  p a r t i c i p a t e  i n  M G L P s  b i o s y n t h e s i s .  G e n e s  
o f  u n k n o w n  o r  h y p o t h e t i c a l  f u n c t i o n  a r e  s h a d e d  w h i t e  a n d  g r e y ,  r e s p e c t i v e l y .  G e n e s  c o n s i d e r e d  e s s e n t i a l  f o r  M .  
t u b e r c u l o s i s  g r o w t h  b y  s a t u r a t i o n  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b )  a r e  s h a d e d  r e d  o r  b l u e  i f  
n o n e s s e n t i a l .  * A l t h o u g h  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  g r o w t h  d e l e t i o n  o f  t h e s e  g e n e s  p r o d u c e d  v i a b l e  m u t a n t s  i n  M .  
t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  ( M u r p h y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  G e n e s  w h o s e  c o n f i r m a t i o n  o f  i n v o l v e m e n t  i n  M G L P  
p a t h w a y  i s  s t i l l  m i s s i n g  a r e  b o x e d .  G r e e n  s p h e r e s  r e p r e s e n t  c h a r a c t e r i z e d  p r o t e i n s .  P e p A ,  s e r i n e  p r o t e a s e ;  F a d D 6 ,  
l o n g - c h a i n - a c y l - C o A  s y n t h e t a s e ;  F o l P 2 ,  d i h y d r o p t e r o a t e  s y n t h a s e ;  T a g A ,  D N A - 3 - m e t h y l a d e n i n e  g l y c o s y l a s e ;  N a d D ,  
n i c o t i n a t e - n u c l e o t i d e  a d e n y l y l t r a n s f e r a s e ;  G H ,  g l u c o s i d e  h y d r o l a s e .  
 
K a m i s a n g o  a n d  c o l l e a g u e s  p r o p o s e d  a  m o d e l  f o r  M G L P  b i o s y n t h e s i s  w h e r e i n  t h e  e l o n g a t i o n  o f  
t h e  c h a i n  w o u l d  p r o c e e d  s t e p w i s e  a f t e r  D G G  f o r m a t i o n ,  f r o m  t h e  r e d u c i n g  t o w a r d  t h e  n o n -
r e d u c i n g  e n d ,  t h r o u g h  s e q u e n t i a l  g l u c o s y l a t i o n  a n d  m e t h y l a t i o n  r e a c t i o n s  ( K a m i s a n g o  e t  a l . ,  
1 9 8 7 ) .  G e n e  d i s r u p t i o n  s t u d i e s  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  r e v e a l e d  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  R v 3 0 3 2  i n  
g l u c o s y l a t i o n  a c t i v i t y  a n d  t h a t  t h i s  g e n e  i s  u l t i m a t e l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e l o n g a t i o n  o f  t h e  M G L P  
m a i n  c h a i n  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  F o l l o w i n g  R v 3 0 3 2  d i s r u p t i o n  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  a  d e c r e a s e  
i n  M G L P  c o n t e n t  w a s  o b s e r v e d ,  w i t h  a  p r o n o u n c e d  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o n  M G L P  p r o d u c t i o n  a f t e r  
o v e r e x p r e s s i o n  o f  R v 3 0 3 2  i n  M .  s m e g m a t i s  w h i c h  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  R v 3 0 3 2  i s  i n d e e d  t h e  
m a i n   - ( 1  4 ) - g l u c o s y l t r a n s f e r a s e  c o m m i t t e d  t o  t h e  e l o n g a t i o n  o f  t h e s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  e f f e c t  o f  i n a c t i v a t i n g  R v 1 2 1 2 c  w a s  n o t  d i r e c t l y  o b s e r v e d  i n  M G L P  
b i o s y n t h e s i s  l e a d i n g  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  w h i l e  b o t h  g e n e s  a r e  i n v o l v e d  i n  M G L P ,  g l y c o g e n  a n d  
 - g l u c a n  s y n t h e s i s ,  R v 3 0 3 2  i s  m a i n l y  i n v o l v e d  i n  M G L P  s y n t h e s i s  w h e r e a s ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  
s t r e s s ,  R v 1 2 1 2 c  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  o t h e r  g l u c a n s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  
S a m b o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  M .  l e p r a e ,  w h i c h  p r o d u c e s  M G L P s  a n d  a  c a p s u l e  b u t  n o t  
g l y c o g e n  ( B e r g  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  c a r r i e s  a n  o r t h o l o g u e  o f  R v 3 0 3 2  i n  i t s  g e n o m e  a l t h o u g h  t h e  R v 1 2 1 2 c  
o r t h o l o g u e  i s  a  p s e u d o g e n e .  C o n v e r s e l y ,  a  f r a m e s h i f t  m u t a t i o n  a t  t h e  5 ’  e n d  o f  t h e  R v 3 0 3 2  
h o m o l o g u e  i n  M .  s m e g m a t i s  a p p a r e n t l y  a b o l i s h e d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  g e n e  p r o d u c t .  H o w e v e r ,  
t h e  g e n o m e  c a r r i e s  a n  o r t h o l o g u e  o f  R v 1 2 1 2 c ,  w h i c h  m o s t  l i k e l y  a c c o u n t s  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
M G L P s  i n  t h i s  s p e c i e s  ( J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ) .  T h e  g e n e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
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m e t h y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  w a s  i d e n t i f i e d  b a s e d  o n  a  s i m i l a r  g e n e t i c  a p p r o a c h .  T h e  d i s r u p t i o n  o f  
t h e  R v 3 0 3 0  o r t h o l o g u e  ( M S M E G _ 2 3 4 9 )  i n  M .  s m e g m a t i s ,  r e s u l t e d  i n  a  p h e n o t y p e  w i t h  
d e c r e a s e d  M G L P  l e v e l s ,  c o n f i r m i n g  i t s  i n v o l v e m e n t  i n  M G L P  b i o s y n t h e s i s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ) .  H o w e v e r  a  g e n e t i c  c o n t e x t  a n a l y s i s  r e v e a l e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n o t h e r  m e t h y l t r a n s f e r a s e  
( R v 3 0 3 7 c )  w h i c h  c o u l d  e x p l a i n  t h e  r e s i d u a l  M G L P  c o n t e n t  f o u n d .  A l t h o u g h  f u n c t i o n a l  
c o n f i r m a t i o n  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  m i s s i n g  t h i s  g e n e  w a s  p r o p o s e d  t o  e n c o d e  a  p u t a t i v e  S A M -
d e p e n d e n t  3 - O - m e t h y l t r a n s f e r a s e  a n d  c o u l d  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  3 - O - m e t h y l a t i o n  o f  t h e  
M G L P  n o n - r e d u c i n g  e n d ,  o r  h a v e  i n t e r c h a n g e a b l e  a c t i v i t y  w i t h  R v 3 0 3 0  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  
J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 )  ( F i g u r e  1 . 9 ) .  
 
 
F i g u r e  1 . 9  -  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  p r o p o s e d  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  f o r  M G L P .  H i g h l i g h t e d  i n  r e d  a r e  g e n e s  
p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b ) .  Q u e s t i o n  m a r k s  r e p r e s e n t  t e n t a t i v e  
a s s i g n m e n t  o f  g e n e  f u n c t i o n .  T h e  e n z y m e  G g H  p o s s i b l e  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n  ( o n l y  p r e s e n t  i n  r a p i d l y - g r o w i n g  
m y c o b a c t e r i a )  i s  b o x e d  i n  g r e y  ( A l a r i c o  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  p o s t u l a t e d  c o m p e n s a t o r y  f u n c t i o n  o f  t h e  R v 1 2 1 2 c  g e n e  i s  
h i g h l i g h t e d  i n  g r e y  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  S a m b o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  R
1
,  s h o r t  c h a i n  a c y l  g r o u p s  ( a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e  o r  
i s o b u t y r a t e ) ;  R
2
,  s u c c i n a t e .  R
3  
r e p r e s e n t s  o c t a n o a t e  a n d  i t s  p o s i t i o n  i n  t h e  m a t u r e  M G L P  i s  r e p r e s e n t e d  a c c o r d i n g  t o  
( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  D e l l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 3 ) .   - ( 1  3 )  g l y c o s y l a t i o n s ,  m e t h y l t r a n s f e r a s e  a n d  a c y l t r a n s f e r a s e  
r e a c t i o n s  o c c u r  a t  u n k n o w n  s t a g e s  d u r i n g  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y .  A d a p t e d  f r o m  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  
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T h e  m o d e l  p r o p o s e d  b y  K a m i s a n g o  w h e r e  g l y c o s y l a t i o n  a n d  m e t h y l a t i o n  p r o c e e d  s e q u e n t i a l l y  
i s  s o  f a r  b e l i e v e d  t o  b e  c o r r e c t  ( K a m i s a n g o  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  M e t h y l a t i o n  w a s  s h o w n  t o  b e  d e p e n d e n t  
o n  a c y l a t i o n  l e v e l s  i n  M .  p h l e i  e x t r a c t s  w h e r e ,  u n l e s s  t h e  g l u c o o l i g o s a c c h a r i d e  a c c e p t o r s  w e r e  
p a r t i a l l y  a c e t y l a t e d ,  n o  m e t h y l a t i o n  w a s  o b s e r v e d  ( G r e l l e r t  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 ) .  A l s o  m e t h y l a t i o n  
a t  C - 3  o f  t h e  t e r m i n a l  g l u c o s e  i s  a p p a r e n t l y  d e p e n d e n t  o n  h i g h  l e v e l s  o f  a c e t y l a t i o n  s i n c e  a t  l o w  
l e v e l s  o f  a c e t y l a t i o n  ( 0 . 2  a c e t y l  g r o u p s  p e r  g l u c o s e ) ,  m e t h y l a t i o n  o c c u r r e d  o n l y  a t  p o s i t i o n  6  o f  
t h e  g l u c o s e .  A t  h i g h  l e v e l s  o f  a c e t y l a t i o n  ( 1 . 6  a c e t y l  g r o u p s  p e r  g l u c o s e ) ,  m e t h y l a t i o n  a t  p o s i t i o n  
6  w a s  s t r o n g l y  d e p r e s s e d  a n d  o c c u r r e d  i n s t e a d  a t  p o s i t i o n  3 .  I t  w a s  t h e n  s u g g e s t e d  t h a t  a c y l a t i o n  
a n d  m e t h y l a t i o n  o c c u r r e d  t o g e t h e r ,  w i t h  t h e  f o r m e r  p r o c e s s  c o n t r o l l i n g  t h e  l a t t e r  ( G r e l l e r t  a n d  
B a l l o u ,  1 9 7 2 ) .  
E a r l y  s t u d i e s  o n  M G L P  a c y l a t i o n  p r e f o r m e d  w i t h  a n  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  f r o m  M .  p h l e i  c e l l  
e x t r a c t s  s h o w e d  a c y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  t r a n s f e r r i n g  a c y l  g r o u p s  f r o m  a c y l - C o A  t o  t h e  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e ,  a s  w e l l  a s  t o  s i m i l a r  a r t i f i c i a l  a c c e p t o r s ,  b u t  d i s p l a y i n g  a  p r e f e r e n c e  f o r  
h y d r o p h o b i c  a c c e p t o r s  l i k e  t h e  m e t h y l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e  c h a i n .  ( T u n g  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ) .  T h e  
e n z y m e  w a s  c a p a b l e  o f  t r a n s f e r r i n g  a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e  a n d  i s o b u t y r a t e ,  w i t h  c o m p a r a b l e  
e f f i c i e n c i e s ,  w h i c h  s u g g e s t e d  t h a t  a  s i n g l e  e n z y m e  w o u l d  b e  i n v o l v e d  i n  n o n - r e d u c i n g  e n d  
a c y l a t i o n .  H o w e v e r ,  v e r y  l o w  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  w i t h  s u c c i n y l  a n d  o c t a n o y l  w h i c h  
i n  t h e  a u t h o r s ’  o p i n i o n  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e s e  g r o u p s  b e i n g  i n  a  d i f f e r e n t  p o s i t i o n ,  c l o s e r  t o  
t h e  r e d u c i n g  e n d ,  a n d  w a s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  m o r e  t h a n  o n e  a c y l t r a n s f e r a s e  ( T u n g  
a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ) .  N o n e t h e l e s s ,  t h e  g e n e  o r  g e n e s  r e s p o n s i b l e  f o r  a c y l a t i o n  a r e  s t i l l  u n k n o w n .  
B a s e d  o n  g e n e t i c  c o n t e x t  a n a l y s i s  t h e  p u t a t i v e  a c e t y l t r a n s f e r a s e  g e n e  R v 3 0 3 4 c ,  b e l o n g i n g  t o  t h e  
c l u s t e r  o f  R v 3 0 3 0  a n d  R v 3 0 3 2 ,  s e e m e d  t o  b e  a  g o o d  c a n d i d a t e  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  b u t  
e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t o  s u p p o r t  t h i s  t h e o r y  i s  m i s s i n g .  ( F i g u r e  1 . 9 ) .  T h e  e n z y m e  o r  e n z y m e s  
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  - ( 1  3 ) - r a m i f i c a t i o n s  i n t o  t h e  M G L P  s e c o n d  a n d  f o u r t h  g l u c o s e  
r e s i d u e s  a r e  s o  f a r  u n k n o w n ,  a s  i s  t h e  t i m i n g  a t  w h i c h  t h e  r e a c t i o n s  o c c u r .  
T h e  t e r m i n a t i o n  r e a c t i o n  i s  s u p p o s e d  t o  i n v o l v e  a  s i m i l a r  m e c h a n i s m  t o  t h a t  o f  M M P .  W h e n  t h e  
c h a i n  r e a c h e s  a  s u f f i c i e n t  l e n g t h  i t  w i l l  r e a d i l y  a s s o c i a t e  w i t h  a  l o n g - c h a i n  f a t t y  a c i d  a n d  f o r m  a n  
i n c l u s i o n  c o m p l e x  i n  w h i c h  t h e  p o l y m e r  a s s u m e s  a  t i g h t l y  c o i l e d  c o n f o r m a t i o n  c o n f o r m a t i o n ,  
w h i c h  w a s  a l s o  p o s t u l a t e d  t o  i n h i b i t  f u r t h e r  6 - O - m e t h y l a t i o n  a n d  p r o m o t e  3 - O - m e t h y l a t i o n  
( K a m i s a n g o  e t  a l . ,  1 9 8 7 )  t h u s  f a v o r i n g  t h e  t e r m i n a t i o n  r e a c t i o n .  
 
 
  
 
 
 3 1  G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n  
O b j e c t i v e s  
 
 
T h e  m y c o b a c t e r i a l  p o l y s a c c h a r i d e  M G L P  w a s  d i s c o v e r e d  o v e r  h a l f - c e n t u r y  a g o  b u t  i t s  
b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  h a s  o n l y  r e c e n t l y  b e g u n  t o  b e  u n r a v e l e d  s h o w i n g  t h a t  m a n y  o f  t h e  g e n e s  
i n v o l v e d  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h .  A  n o v e l  f o u r - s t e p  
p a t h w a y  ( G l g E  p a t h w a y ) ,  d i v e r t i n g  m a l t o s e  u n i t s  f r o m  t r e h a l o s e  i n t o  g l y c o g e n ,  h a s  b e e n  r e c e n t l y  
i d e n t i f i e d  a n d  p r e s u m e d  t o  r e p r e s e n t  a  p a r a l l e l  p a t h w a y  f o r  p o l y m e r i z a t i o n  o f  t h e  s e e m i n g l y  
v i t a l  m y c o b a c t e r i a l  M G L P ,  a  m o l e c u l e  w i t h  a  g l y c o g e n - l i k e  a r r a n g e m e n t  o f  g l u c o s e  u n i t s  i n  t h e  
m a i n  c h a i n .  T o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  q u e s t  f o r  p o t e n t i a l  t a r g e t s  a i m i n g  a t  t h e  d i s c o v e r y  o f  n e w  d r u g s  
f o r  T B  a n d  o t h e r  m y c o b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s ,  w e  s o u g h t  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  e n z y m e s  w i t h  
a n t i c i p a t e d  i n v o l v e m e n t  i n  t h e  M G L P  p a t h w a y  a n d  s i m u l t a n e o u s l y  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  
M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h .  R v 0 1 2 7  a n d  R v 2 4 1 8 c  w e r e  s e l e c t e d  f o r  t h e  s t u d y  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  
f u n c t i o n a l  a n d  g e n o m i c  c o n t e x t  s u r v e y s .  T h e  f o r m e r  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  
c r i t i c a l  m e t a b o l i t e  m a l t o s e - 1 -    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  - ( 1  4 )  p o l y m e r s  
e x t e n s i o n ,  n a m e l y  t h o s e  d e p e n d e n t  o n  t h e  G l g E  p a t h w a y ,  a n d  t h e  l a t t e r  w a s  l o c a t e d  i n  a n  
o p e r o n  c o n t a i n i n g  a  n o v e l  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  t h e  M G L P  p r i m e r ,  g l u c o s y l g l y c e r a t e .  T h r e e  l a y e r s  o f  i n v e s t i g a t i o n  w e r e  i n i t i a l l y  
p r o j e c t e d  t o  c o v e r  t h e  d i s c l o s u r e  o f  g e n e  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n ,  f r o m  
c h e m i c a l  s y n t h e s i s  o f  i n t e r m e d i a t e s  t o  t h e  i n s p e c t i o n  o f  m o l e c u l a r  d e t a i l s  a r i s i n g  f r o m  t h r e e -
d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  t h a t  w o u l d  l a y  t h e  f o u n d a t i o n s  f o r  e n s u i n g  d r u g  d i s c o v e r y  e f f o r t s .  T h e  
i n t e r s e c t i o n  o f  m i c r o b i o l o g y ,  e n z y m o l o g y ,  s y n t h e t i c  c h e m i s t r y  a n d  c r y s t a l l o g r a p h y  w a s  
e s t a b l i s h e d  f r o m  t h e  e a r l y  s t a g e  o f  t h i s  p r o j e c t  a n d  s u c c e s s f u l l y  i m p l e m e n t e d  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  w o r k  i n  t h i s  t h e s i s .  
 
 
 
  
 
 
 
 
 3 3  S t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M y c o b a c t e r i u m  v a n b a a l e n i i  m a l t o k i n a s e  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C h a p t e r  2  S t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  
M y c o b a c t e r i u m  v a n b a a l e n i i  m a l t o k i n a s e  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T h i s  c h a p t e r  i s  p u b l i s h e d  i n :  
 
F r a g a ,  J . * ,  M a r a n h a ,  A . * ,  M e n d e s ,  V . ,  P e r e i r a ,  P . J . ,  E m p a d i n h a s ,  N . ,  a n d  M a c e d o - R i b e i r o ,  S .  
( 2 0 1 5 ) .  S t r u c t u r e  o f  m y c o b a c t e r i a l  m a l t o k i n a s e ,  t h e  m i s s i n g  l i n k  i n  t h e  e s s e n t i a l  G l g E - p a t h w a y .  
S c i e n t i f i c  R e p o r t s  5 :  p .  8 0 2 6  
 
* T h e s e  a u t h o r s  c o n t r i b u t e d  e q u a l l y  t o  t h e  w o r k  
  
 
 
 3 4  C h a p t e r  2   
 
 
C h a p t e r  2 -  t a b l e  o f  c o n t e n t s  
 
A b s t r a c t  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 5  
I n t r o d u c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 5  
M e t h o d s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 7  
S e q u e n c e  a n a l y s i s ,  s t r a i n s  a n d  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 7  
I d e n t i f i c a t i o n  a n d  c l o n i n g  o f  t h e  m a l t o k i n a s e  g e n e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 7  
S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  o f  M .  t u b e r c u l o s i s  a n d  M .  v a n b a l l e n i i  M a k  . . . . . . . . . .  3 7  
P r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 8  
C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M a k
M v a n
 a n d  M a k
M t b  
m u t a n t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 9  
C r y s t a l l i z a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 9  
R e s u l t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 0  
B i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 0  
O v e r a l l  a r c h i t e c t u r e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 1  
N u c l e o t i d e  b i n d i n g  s i t e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 4  
M a l t o s e  b i n d i n g  s i t e  -  M u t a t i o n a l  a n a l y s i s  o f  M .  v a n b a a l e n i i  M a k  . . . . . . . . . . . . . . . .  4 4  
C o n s e r v a t i o n  o f  k e y  a c t i v e  s i t e  r e s i d u e s  -  M u t a t i o n a l  a n a l y s i s  o f  M .  
t u b e r c u l o s i s  M a k  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 6  
D i s c u s s i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4 7  
A c k n o w l e d g e m e n t s  a n d  w o r k  c o n t r i b u t i o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 0  
 
 
  
 
 
 3 5  S t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M y c o b a c t e r i u m  v a n b a a l e n i i  m a l t o k i n a s e  
A b s t r a c t  
 
A  n o v e l  f o u r - s t e p  p a t h w a y  i d e n t i f i e d  r e c e n t l y  i n  m y c o b a c t e r i a  c h a n n e l s  t r e h a l o s e  t o  g l y c o g e n  
s y n t h e s i s  a n d  i s  a l s o  p r e s u m a b l y  i n v o l v e d  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t w o  o t h e r  c r u c i a l  p o l y m e r s :  
i n t r a c e l l u l a r  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  ( M G L P s )  a n d  e x p o s e d  c a p s u l a r  g l u c a n .  T h e  
t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  o f  t h r e e  o f  t h e  i n t e r v e n i n g  e n z y m e s  -  G l g B ,  G l g E ,  a n d  T r e S  -  w e r e  
r e c e n t l y  r e p o r t e d ,  p r o v i d i n g  t h e  f i r s t  t e m p l a t e s  f o r  r a t i o n a l  d r u g  d e s i g n .  H e r e  w e  d e s c r i b e  t h e  
b i o c h e m i c h a l  a n d  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  f o u r t h  e n z y m e  o f  t h e  p a t h w a y ,  
m y c o b a c t e r i a l  m a l t o k i n a s e  ( M a k ) ,  u n c o v e r i n g  a  n e w  f a m i l y  o f  e u k a r y o t i c - l i k e  k i n a s e s  ( E L K ) .  
R e m a r k a b l y ,  t h i s  n e w  f a m i l y  o f  E L K s  h a s  a  n o v e l  N - t e r m i n a l  d o m a i n  w h i c h  b y  i n t e r f a c i n g  w i t h  
a n d  r e s t r a i n i n g  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  p h o s p h a t e - b i n d i n g  r e g i o n  o f  t h e  N - t e r m i n a l  l o b e  m i g h t  
r e g u l a t e  i t s  p h o s p h o t r a n s f e r  a c t i v i t y  a n d  a l s o  p o s s i b l y  r e p r e s e n t  a  l i k e l y  a n c h o r i n g  p o i n t  f o r  T r e S ,  
t h e  u p s t r e a m  e n z y m e  i n  t h e  p a t h w a y .  B y  c o m p l e t i n g  t h e  g a l l e r y  o f  a t o m i c - d e t a i l  m o d e l s  o f  a n  
e s s e n t i a l  p a t h w a y ,  t h i s  s t r u c t u r e  o p e n s  n e w  a v e n u e s  f o r  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  o f  a l t e r n a t i v e  a n t i -
t u b e r c u l a r  c o m p o u n d s .  
 
 
I n t r o d u c t i o n  
 
G l y c o g e n  i s  a  c e n t r a l  e n e r g y  s t o r a g e  m o l e c u l e  i n  b a c t e r i a  a n d  t h e  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  a s s o c i a t e d  
w i t h  i t s  b i o s y n t h e s i s  a n d  d e g r a d a t i o n  a r e  c r u c i a l  f o r  m a i n t a i n i n g  c e l l u l a r  e n e r g y  h o m e o s t a s i s .  
T h e  c l a s s i c a l  p a t h w a y  f o r  g l y c o g e n  s y n t h e s i s  i n v o l v e s  t h e  e n z y m e s  G l g C - G l g A - G l g B  ( S a m b o u  e t  
a l . ,  2 0 0 8 ;  C h a n d r a  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  H o w e v e r ,  a  n o v e l  f o u r - s t e p   - g l u c a n  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y ,  t h e  
G l g E  p a t h w a y ,  h a s  b e e n  r e c e n t l y  i d e n t i f i e d  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a ;  E l b e i n  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  I n  
m y c o b a c t e r i a ,  t h e  G l g E  p a t h w a y  i n v o l v e s  t h e  c o m b i n e d  a c t i o n  o f  t r e h a l o s e  s y n t h a s e  ( T r e S ) ,  
w h i c h  p r o d u c e s  m a l t o s e ,  t h e n  p h o s p h o r y l a t e d  b y  m a l t o k i n a s e  ( M a k )  i n t o  m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  
( M 1 P ) ,  a n d  m a l t o s y l t r a n s f e r a s e  ( G l g E )  ( E l b e i n  e t  a l . ,  2 0 1 0 ;  K a l s c h e u e r  a n d  J a c o b s ,  2 0 1 0 ;  M i a h  e t  
a l . ,  2 0 1 3 )  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  l i n e a r   - ( 1  4 ) - g l u c a n s ,  w h i c h  a r e  s u b s t r a t e s  f o r  t h e   - ( 1  6 ) -
b r a n c h i n g  e n z y m e  G l g B  u l t i m a t e l y  p r o d u c i n g  g l y c o g e n ( G a r g  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  A l t h o u g h  t h e s e  f o u r  
e n z y m e s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  i n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  b y  s a t u r a t i o n  
m u t a g e n e s i s  e x p e r i m e n t s ,  p o i n t i n g  t o  c r i t i c a l  r o l e s  i n  t h e  p a t h o g e n ,  t a r g e t e d  d i s r u p t i o n  o f  t h e  
m a k  g e n e  r e m a i n s  t o  b e  p e r f o r m e d  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b ;  M u r p h y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T o g e t h e r  w i t h  
T r e Y / T r e Z ,  t h i s  p a t h w a y  f o r m s  a  c y c l e  i n  w h i c h  t r e h a l o s e  i s  r e c y c l e d  i n t o  a n d  f r o m  g l y c o g e n  
( C h a n d r a  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .   
W h i l e  M 1 P  w a s  o r i g i n a l l y  i d e n t i f i e d  i n  M y c o b a c t e r i u m  b o v i s  B C G  c e l l  e x t r a c t s  ( N a r u m i  a n d  
T s u m i t a ,  1 9 6 7 ) ,  t h e  e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  i t s  b i o s y n t h e s i s ,  M a k  ( E C  2 . 7 . 1 . 1 7 5 ) ,  w a s  o n l y  
d i s c o v e r e d  t h i r t y  y e a r s  l a t e r  i n  m e m b e r s  o f  t h e  r e l a t e d  g e n u s  A c t i n o p l a n e s  ( D r e p p e r  e t  a l . ,  1 9 9 6 ;  
N i e h u e s  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  I t  h a s  b e e n  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  M 1 P  c o u l d  s e r v e  a s  s u b s t r a t e  f o r  t h e  
e l o n g a t i o n  o f  t h e  i m p o r t a n t  g l y c o g e n - r e l a t e d  c a p s u l a r   - g l u c a n  a n d  i n t r a c e l l u l a r  m e t h y l g l u c o s e  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e s ,  h y p o t h e s e s  s t i l l  l a c k i n g  e x p e r i m e n t a l  s u p p o r t  ( S a m b o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  
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K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a ;  M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  T h e  G l g E - d e p e n d e n t   - g l u c a n  b i o s y n t h e t i c  
p a t h w a y  w a s  g e n e t i c a l l y  v a l i d a t e d  a s  e s s e n t i a l  a n d  i t s  p o t e n t i a l  a s  d r u g  t a r g e t  d i s c u s s e d  
e x t e n s i v e l y  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a ;  K a l s c h e u e r  a n d  J a c o b s ,  2 0 1 0 ) .  N o v e l  i n h i b i t o r s  m i m i c k i n g  
t h e  G l g E  s u b s t r a t e ,  M 1 P ,  w e r e  r e c e n t l y  d e v e l o p e d  ( V e l e t i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  R e m a r k a b l y ,  G l g E  
i n h i b i t i o n  e l i c i t s  t h e  b u i l d - u p  o f  M 1 P ,  s h o w n  t o  b e  t o x i c  f o r  m y c o b a c t e r i a  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  
2 0 1 0 a ) .  I t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  m e t a b o l i t e  f l u x  t h r o u g h  t h e  G l g E  p a t h w a y  i s  s t r o n g l y  
i n f l u e n c e d  b y  t h e  A T P - d r i v e n  M 1 P  s y n t h e s i s  b y  M a k  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a ;  S y s o n  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) ,  
w h o s e  e n c o d i n g  g e n e  ( R v 0 1 2 7 )  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  w a s  a l s o  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  
g r o w t h  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b ) .  
T h e  s t r u c t u r a l ,  b i o c h e m i c a l  a n d  m e c h a n i s t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  g l y c o g e n  s y n t h e s i s - a s s o c i a t e d  G l g E  
p a t h w a y  e n z y m e s  i s  t h e r e f o r e  i n s t r u m e n t a l  f o r  d e s i g n i n g  n e w  m o l e c u l e s  w i t h  p o t e n t i a l  
a p p l i c a t i o n  i n  a n t i - t u b e r c u l o s i s  t h e r a p i e s .  I n  f a c t ,  w i t h  t h e  n o t a b l e  e x c e p t i o n  o f  M a k ,  t h e  t h r e e -
d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  o f  a l l  o t h e r  e n z y m e s  i n  t h i s  p a t h w a y  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  r e c e n t l y  
( S y s o n  e t  a l . ,  2 0 1 1 ;  C a n e r  e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  P a l  e t  a l . ,  2 0 1 0 ;  R o y  e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  S y s o n  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  
t h r e e  d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  o f  M .  s m e g m a t i s  a n d  M .  t u b e r c u l o s i s  T r e S  r e v e a l e d  a  C - t e r m i n a l  
c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  d o m a i n ,  w h i c h  w a s  p r o p o s e d  t o  b e  r e l e v a n t  f o r  g l y c o g e n  r e c o g n i t i o n  a n d  
t o  p r o v i d e  a n c h o r a g e  o f  t h i s  e n z y m e  t o  t h e  s i t e  o f  g l y c o g e n  p o l y m e r i z a t i o n  ( C a n e r  e t  a l . ,  2 0 1 3 ;  
R o y  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  S t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  d a t a  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  T r e S  a n d  M a k  f o r m  a  
h e t e r o - o c t a m e r i c  c o m p l e x ,  e n h a n c i n g  M a k  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  i n  M 1 P  b i o s y n t h e s i s  ( R o y  e t  a l . ,  
2 0 1 3 ) ,  p o s s i b l y  b y  f a v o r i n g  s u b s t r a t e  c h a n n e l i n g .  T h i s  f i n d i n g  i s  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  n u m e r o u s  M a k  o r t h o l o g u e s  i n  m e m b e r s  o f  t h e  a c t i n o b a c t e r i a  a n d  i n  d i s t a n t l y  
r e l a t e d  p h y l a ,  w h e r e  t h e y  f r e q u e n t l y  o c c u r  a s  t r e h a l o s e  s y n t h a s e / m a l t o k i n a s e  ( T r e S - M a k )  
b i f u n c t i o n a l  u n i t s  ( C h a n d r a  e t  a l . ,  2 0 1 1 ;  M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  
T h e  m a l t o k i n a s e  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  b o v i s  B C G ,  i d e n t i c a l  t o  t h e  M .  t u b e r c u l o s i s  o r t h o l o g u e  
( M a k
M t b
) ,  w a s  c h a r a c t e r i z e d  i n  d e t a i l ,  i d e n t i f y i n g  A T P  a s  t h e  p r e f e r e n t i a l  p h o s p h a t e  d o n o r  a n d  
t h e  r e q u i r e m e n t  o f  m a g n e s i u m  i o n s  ( S y s o n  e t  a l . ,  2 0 1 1 )  f o r  m a x i m a l  e n z y m e  a c t i v i t y ( M e n d e s  e t  
a l . ,  2 0 1 2 ) .  H o w e v e r ,  g i v e n  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  M a k
M t b
,  w e  h a v e  e x p r e s s e d  a n d  p u r i f i e d  t h e  
o r t h o l o g u e  f r o m  M .  v a n b a a l e n i i  ( M a k
M v a n
)  f o r  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  s o l v e d  t h e  
t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  o f  i t s  f r e e  a n d  n o n - h y d r o l y s a b l e  A T P - b o u n d  f o r m s .  T h e  s t r u c t u r e  
o f  M a k
M v a n
,  w h i c h  s h a r e s  5 9 %  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  i d e n t i t y  w i t h  M a k
M t b
,  r e v e a l e d  a  t y p i c a l  
b i l o b a l  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e - l i k e  ( E L K )  f o l d ,  c o n s e r v i n g  t h e  m a i n  s t r u c t u r a l  m o t i f s  r e q u i r e d  
f o r  t h e  p h o s p h o t r a n s f e r  r e a c t i o n .  S t r i k i n g l y ,  M a k
M v a n
 d i s p l a y s  a  n o v e l  N - t e r m i n a l  d o m a i n ,  u n i q u e  
t o  m a l t o k i n a s e s  a n d  c o n s e r v e d  i n  t h e  b i f u n c t i o n a l  T r e S - M a k  p r o t e i n s ,  a n d  w i t h o u t  s e q u e n c e  
s i m i l a r i t y  t o  o t h e r  k n o w n  p r o t e i n s .  T h i s  n o v e l  d o m a i n ,  t o p o l o g i c a l l y  s i m i l a r  t o  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  
o f  t h e  c y s t a t i n  f a m i l y  ( T u r k  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) ,  i s  p r o p o s e d  t o  a c t  a s  a n  a n c h o r i n g  p o i n t  t e t h e r i n g  
m a l t o k i n a s e  a n d  t r e h a l o s e  i s o m e r a s e  a c t i v i t i e s  t o  t h e  s i t e  o f  g l y c o g e n  b i o s y n t h e s i s ,  e n s u r i n g  
c o r r e c t  r e g u l a t i o n  o f  M a k  a c t i v i t y  a n d  p o s s i b l y  p r e v e n t i n g  e x c e s s i v e  a c c u m u l a t i o n  o f  M 1 P .  T h e  
m a l t o k i n a s e  s t r u c t u r e s  d e s c r i b e d  h e r e  a l s o  p r o v i d e  t h e  f i r s t  s t r u c t u r a l  i n s i g h t  i n t o  a  s u b f a m i l y  
o f  E L K s ,  a s  w e l l  a s  t h e  f r a m e w o r k  f o r  t h e  d i s c o v e r y  o f  n e w  a n t i m y c o b a c t e r i a l  d r u g s ,  c o n t r i b u t i n g  
t o w a r d s  b e t t e r  s o l u t i o n s  t o  o n e  o f  t h e  m o s t  i n s i d i o u s  a n d  r e - e m e r g i n g  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  i n  t h e  
w o r l d .   
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M e t h o d s  
 
S e q u e n c e  a n a l y s i s ,  s t r a i n s  a n d  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  
 
M a k  s e q u e n c e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  N C B I  d a t a b a s e  u s i n g  t h e  M .  t u b e r c u l o s i s  s e q u e n c e  
( G e n P e p t  a c c e s s i o n  N P _ 2 1 4 6 4 1 . 1 )  a s  t e m p l a t e .  G e n o m e  c o n t e x t  a n a l y s i s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  
P A T R I C  ( h t t p : / /  p a t r i c b r c . o r g / p o r t a l / p o r t a l / p a t r i c )  a n d  K E G G  ( h t t p : / / w w w . g e n o m e . j p / k e g g )  
d a t a b a s e s .  S e q u e n c e  a l i g n m e n t s  w e r e  g e n e r a t e d  w i t h  T - C O F F E E  ( h t t p : / / t c o f f e e . g r g .  c a t )  a n d  
m a n u a l l y  c u r a t e d  i n  M E G A 6  ( T a m u r a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  
M y c o b a c t e r i u m  v a n b a a l e n i i  P Y R - 1  ( D S M  7 2 5 1 ) ,  o b t a i n e d  f r o m  t h e  D e u t s c h e  S a m m l u n g  v o n  
M i k r o o r g a n i s m e n  u n d  Z e l l k u l t u r e n  G m b H  ( G e r m a n y ) ,  w e r e  c u l t i v a t e d  i n  a g a r  p l a t e s  f o r  5  d a y s  
a t  3 5 ° C  i n  g l y c e r o l - b a s e d  m e d i u m  a t  p H  7 . 0  ( 2 0  g / L  g l y c e r o l ,  5  g / L  c a s a m i n o a c i d s  ( D i f c o ) ,  1  g / L  
f u m a r i c  a c i d ,  1  g / L  K
2
H P O
4
,  0 . 3  g / L  M g S O
4
,  0 . 0 2  g / L  F e S O
4
,  2  g / L  T w e e n  8 0 ) .  
 
I d e n t i f i c a t i o n  a n d  c l o n i n g  o f  t h e  m a l t o k i n a s e  g e n e  
 
S e q u e n c e  s i m i l a r i t y  s e a r c h e s  w i t h  t h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  M .  b o v i s  B C G  m a l t o k i n a s e  a g a i n s t  
t h e  N C B I  d a t a b a s e  a l l o w e d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  M .  v a n b a a l e n i i  m a l t o k i n a s e  ( M a k
M v a n
)  s e q u e n c e .  
T h e  c o r r e s p o n d i n g  m a k  g e n e  ( M v a n _ 5 7 3 5 )  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  u s i n g  K O D  h o t  s t a r t  D N A  
p o l y m e r a s e  ( N o v a g e n )  f r o m  M .  v a n b a a l e n i i  c h r o m o s o m a l  D N A  u s i n g  t h e  M a k F  a n d  M a k R  
p r i m e r s  ( T a b l e  2 - I )  a n d  c l o n e d  b e t w e e n  t h e  N d e  I  a n d  H i n d  I I I  s i t e s  o f  p E T 3 0 a  ( N o v a g e n ) .  
 
S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  o f  M .  t u b e r c u l o s i s  a n d  M .  v a n b a l l e n i i  M a k 
 
T h e  N 1 4 5 A  a n d  S 1 4 4 A  m u t a n t s  w e r e  g e n e r a t e d  w i t h  a  t w o - r o u n d  m e g a p r i m e r  P C R - b a s e d  
a p p r o a c h  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( E m p a d i n h a s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  T h e  f i r s t  a m p l i f i c a t i o n  r o u n d  w a s  
p e r f o r m e d  w i t h  p r i m e r s  A / B 1  o r  A / B 2  o r  C 1 / D  o r  C 2 / D  ( T a b l e  2 - I )  u s i n g  t h e  w i l d - t y p e  M .  b o v i s  
B C G / M .  t u b e r c u l o s i s  m a k  a s  t e m p l a t e  f o r  i n s e r t i o n  o f  e a c h  i n d e p e n d e n t  m u t a t i o n .  T h e  p u r i f i e d  
a m p l i f i c a t i o n  p r o d u c t s  w e r e  u s e d  a s  t e m p l a t e s  i n  t h e  s e c o n d  r o u n d  o f  P C R  w i t h  p r i m e r s  A / D  
( T a b l e  2 - I ) .  T h e  f i n a l  p r o d u c t s  c a r r y i n g  t h e  d e s i r e d  m u t a t i o n s  w e r e  c l o n e d  i n t o  p E T 3 0 a ,  
s e q u e n c e d  ( L G C  G e n o m i c s )  a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  E .  c o l i  B L 2 1  f o r  e x p r e s s i o n .  T h e  D 3 3 9 N  a n d  
R 3 5 1 A  m u t a n t s  w e r e  g e n e r a t e d  b y  i n s e r t i n g  a  s y n t h e t i c  7 5 1 - b a s e  p a i r  f r a g m e n t  ( G e n S c r i p t )  
c a r r y i n g  t h e  d e s i r e d  m u t a t i o n  i n t o  t h e  n a t u r a l  B s i  W I  a n d  H i n d  I I I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  o f  t h e  p E T 3 0 a -
b a s e d  c o n s t r u c t  c a r r y i n g  w i l d - t y p e  M .  t u b e r c u l o s i s  m a k .  S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  w i t h  t h e  
Q u i k C h a n g e  I I  S i t e - D i r e c t e d  M u t a g e n e s i s  K i t  ( A g i l e n t )  w a s  u s e d  t o  g e n e r a t e  M a k  M .  v a n b a a l e n i i  
m u t a n t s  K 4 1 3 A ,  Y 4 1 6 A ,  Y 4 1 6 F ,  Y 4 2 0 A  a n d  Y 4 2 0 F .  O l i g o n u c l e o t i d e s  u s e d  a s  P C R  p r i m e r s  a r e  
l i s t e d  i n  T a b l e  2 - I .  
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T a b l e  2 - I  -  O l i g o n u c l e o t i d e s  u s e d  a s  P C R  p r i m e r s  
C o d e  N a m e  S e q u e n c e ( 5 ’ - 3 ’ )  
M a k F  M a k F  A T T G A T C A A C A T A T G A C G C T G G C A T T C G G C G A T T G  
M a k R  M a k R  A T C A A G C T T G C C C A G G A T G A G G C T G A T C G A T C  
A  W T _ N d e F  C T T A C A T A T G A C T C G G T C G G A C A C G C  
B 1  S 1 4 4 A _ F  G A C G C C G A A C A G G C C A A C A C C A G T G  
C 1  S 1 4 4 A _ R  C A C T G G T G T T G G C C T G T T C G G C G T C  
D  W T _ H i n d R  A T T A A G C T T G C T A G C G G T C A G G C G G G  
B 2  N 1 4 5 A _ F  G A C G C C G A A C A G A G C G C C A C C A G T G  
C 2  N 1 4 5 A _ R  C A C T G G T G G C G C T C T G T T C G G C G T C  
 K 4 1 3 A _ F  G C C T A C G A G C T C G A C G C G G C G G T G T A C G A A G C  
 K 4 1 3 A _ R  G C T T C G T A C A C C G C C G C G T C G A G C T C G T A G G C  
 Y 4 1 6 A _ F  C T C G A C A A G G C G G T G G C C G A A G C C G C T T A C G A  
 Y 4 1 6 A _ R  T C G T A A G C G G C T T C G G C C A C C G C C T T G T C G A G  
 Y 4 1 6 F _ F  C T C G A C A A G G C G G T G T T C G A A G C C G C T T A  
 Y 4 1 6 F _ R  T A A G C G G C T T C G A A C A C C G C C T T G T C G A G  
 Y 4 2 0 A _ F  G G T G T A C G A A G C C G C T G C C G A G G C C C G T T T C C  
 Y 4 2 0 A _ R  G G A A A C G G G C C T C G G C A G C G G C T T C G T A C A C C  
 Y 4 2 0 F _ F  T G T A C G A A G C C G C T T T C G A G G C C C G T T T C  
 Y 4 2 0 F _ R  G A A A C G G G C C T C G A A A G C G G C T T C G T A C A  
N d e  I  a n d  H i n d  I I I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  a d d e d  t o  t h e  p r i m e r s  a r e  u n d e r l i n e d .  M u t a t e d  c o d o n s  a r e  b o x e d  i n  g r e y  
 
P r o t e i n  p r o d u c t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  
 
R e c o m b i n a n t  w i l d - t y p e  o r  t h e  m u t a n t s  o f  M a k
M v a n
 a n d  M a k
M t b
 w e r e  o v e r e x p r e s s e d  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  R e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  w e r e  p u r i f i e d  i n  a  H i s P r e p  F F  1 6 / 1 0  
c o l u m n  ( G E  H e a l t h c a r e )  e q u i l i b r a t e d  w i t h  2 0  m M  s o d i u m  p h o s p h a t e  p H  7 . 4 ,  0 . 5  M  N a C l ,  2 0  m M  
i m i d a z o l e  a n d  e l u t e d  w i t h  2 0 0  m M  i m i d a z o l e  i n  t h e  s a m e  b u f f e r .  T h e  p u r i t y  o f  t h e  f r a c t i o n s  w a s  
e v a l u a t e d  b y  S D S - P A G E .  T h e  p u r e s t  a c t i v e  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d ,  d i l u t e d  1 0 - f o l d  w i t h  2 0  m M  
B i s - T r i s  p r o p a n e  b u f f e r  ( B T P )  p H  7 . 4 ,  l o a d e d  o n t o  a  6  m L  R e s o u r c e  Q  c o l u m n  ( G E  H e a l t h c a r e )  
e q u i l i b r a t e d  w i t h  t h e  s a m e  b u f f e r  a n d  e l u t e d  w i t h  a  N a C l  l i n e a r  g r a d i e n t  ( 0 – 5 0 0  m M ) .  M a k -
c o n t a i n i n g  f r a c t i o n s  w i t h  h i g h e s t  a c t i v i t y  a n d  p u r i t y ,  a s  a s s e s s e d  b y  S D S - P A G E  a n d  e n z y m a t i c  
a s s a y s ,  w e r e  p o o l e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  3 0  k D a  c u t - o f f  u l t r a f i l t r a t i o n  d e v i c e s  ( A m i c o n )  w i t h  
c o n c o m i t a n t  b u f f e r  e x c h a n g e  f o r  5 0  m M  B T P  p H  7 . 4 ,  5 0  m M  N a C l .  T h e  s e l e c t e d  f r a c t i o n s  
c o r r e s p o n d  t o  m o n o m e r i c  e n z y m e  a s  j u d g e d  b y  s i z e  e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y  o n  a  S u p e r d e x  
1 2  1 0 / 3 0 0  G L  c o l u m n  ( G E  H e a l t h c a r e ) .  M a k  a c t i v i t y  w a s  m o n i t o r e d  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n  b y  t h i n -
l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  ( T L C )  u s i n g  a s  s t a n d a r d  m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  ( M 1 P )  s y n t h e s i z e d  w i t h  
r e c o m b i n a n t  M a k
M v a n
 a n d  p u r i f i e d  w i t h  m e t h o d s  d e s c r i b e d  e l s e w h e r e  ( p r o v i s i o n a l  p a t e n t  
a p p l i c a t i o n ) .  R e a c t i o n  m i x t u r e s  ( 5 0  m L )  c o n t a i n i n g  2 5  m L  c e l l - f r e e  e x t r a c t  o r  1 5  m L  o f  e a c h  
c h r o m a t o g r a p h y  f r a c t i o n  i n  5 0  m M  B T P  p H  8 . 0 ,  3  m M  A T P ,  5  m M  m a l t o s e ,  1 0  m M  M g C l
2
 w e r e  
i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  1 5  m i n  p r i o r  t o  s e p a r a t i o n  b y  T L C ,  d e v e l o p e d  w i t h  a c e t i c  a c i d / e t h y l  
 
 
 3 9  S t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M y c o b a c t e r i u m  v a n b a a l e n i i  m a l t o k i n a s e  
a c e t a t e / w a t e r / 2 5 %  a m m o n i a  ( 6 : 6 : 2 : = 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       
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  - n a p h t h o l ,  f o l l o w e d  b y  c h a r r i n g  a t  
1 2 0 ° C  ( J a c i n  a n d  M i s h k i n ,  1 9 6 5 ) .  C e l l - f r e e  e x t r a c t s  f r o m  E .  c o l i  B L 2 1  c a r r y i n g  a n  e m p t y  p E T 3 0 a  
v e c t o r  w e r e  u s e d  a s  n e g a t i v e  c o n t r o l s .  
 
C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M a k
M v a n
 a n d  M a k
M t b  
m u t a n t s  
 
B i o c h e m i c a l  a n d  k i n e t i c  d a t a  o f  M a k
M v a n
 a n d  M a k
M t b
 m u t a n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  T e m p e r a t u r e  a n d  p H  p r o f i l e s ,  e f f e c t  o f  c a t i o n s  a n d  s u b s t r a t e 
s p e c i f i c i t y  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  a d d i t i o n  o f  0 . 2 5   g  M a k
M v a n
 t o  5 0   L  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  t h e  
a p p r o p r i a t e  b u f f e r ,  5  m M  m a l t o s e ,  3  m M  N T P ,  5 – 1 5  m M  d i v a l e n t  c a t i o n .  R e a c t i o n s  w e r e  
s t o p p e d  b y  c o o l i n g  o n  a n  e t h a n o l - i c e  b a t h  ( - 1 0 ° C ) ,  f o l l o w e d  b  
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  L  o f  5  N  N a O H .  C o n t r o l s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  a c c o u n t  f o r  N T P  
d e g r a d a t i o n  f o l l o w i n g  a c i d  t r e a t m e n t .  T h e  a m o u n t  o f  N D P  r e l e a s e d  w a s  d e t e r m i n e d  b y  
m e a s u r i n g  t h e  a b s o r p t i o n  a t  3 4 0  n m  a f t e r  i n c u b a t i o n  o f  t h e  s a m p l e  w i t h  3  U  e a c h  o f  p y r u v a t e  
k i n a s e  a n d  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e ,  0 . 3  m M  N A D H ,  2 . 5  m M  p h o s p h o e n o l p y r u v a t e  f o r  1 0  m i n  a t  
3 0 ° C  ( O r n s t o n  a n d  O r n s t o n ,  1 9 6 9 ) .  A T P ,  C T P ,  G T P ,  T T P  a n d  U T P  w e r e  t e s t e d  a s  p h o s p h a t e  
d o n o r s ,  g l u c o s e ,  t r e h a l o s e ,  m a l t o s e ,  m a l t o t r i o s e ,  a n d  m a l t o t e t r a o s e  a s  s u g a r  s u b s t r a t e  
a c c e p t o r s ,  a n d  M 1 P  w a s  a l s o  t e s t e d  a s  s u b s t r a t e  f o r  t h e  M a k  r e v e r s e  r e a c t i o n .  A s  d e s c r i b e d  
a b o v e  M 1 P  w a s  s y n t h e s i z e d  w i t h  r e c o m b i n a n t  M a k
M v a n
 a n d  p u r i f i e d  w i t h  m e t h o d s  d e s c r i b e d  
e l s e w h e r e  ( p r o v i s i o n a l  p a t e n t  a p p l i c a t i o n ) .  T h e  t e m p e r a t u r e  p r o f i l e  w a s  d e t e r m i n e d  b e t w e e n  
2 0  a n d  6 5 ° C  i n  5 0  m M  B T P  p H  7 . 5 ,  1 0  m M  M g C l
2
.  T h e  e f f e c t  o f  p H  w a s  d e t e r m i n e d  a t  3 0 ° C  i n  5 0  
m M  B T P  ( p H  6 . 0 – 9 . 0 )  a n d  i n  5 0  m M  C A P S  ( p H  9 . 0 – 1 1 . 0 ) ,  w i t h  1 0  m M  M g C l
2
.  T h e  e f f e c t  o f  c a t i o n s  
w a s  e x a m i n e d  b y  i n c u b a t i n g  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  s u b s t r a t e s  a n d  t h e  
c h l o r i d e  s a l t s  o f  M g
2 +
,  M n
2 +
 o r  C o
2 +
 a t  3 0 ° C .  K i n e t i c  p a r a m e t e r s  f o r  M .  v a n b a a l e n i i  M a k  w e r e  
c a l c u l a t e d  w i t h  P r i s m  5  ( G r a p h P a d ) .  T h e  K
m
 v a l u e s  f o r  A T P ,  G T P ,  a n d  m a l t o s e  w e r e  d e t e r m i n e d  
a t  3 0 ° C  a n d  p H  7 . 5 .  K
m
 a n d  V
m a x
 v a l u e s  f o r  M a k
M t b
 m u t a n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  m a l t o s e  a n d  A T P  
a t  3 7 ° C  a n d  p H  8 . 0 .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  t r i p l i c a t e .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  M a k
M v a n
 
m u t a n t s  w a s  d e t e r m i n e d  a t  3 0 ° C  b y  m e a s u r i n g  t h e  a m o u n t  o f  A D P  r e l e a s e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  
a n d  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e  o f  w i l d - t y p e  M a k
M v a n
 m a x i m a l  a c t i v i t y .  R e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  
i n  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  0 . <  
  g  p r o t e i n ,  5  m M  A T P  a n d  2 0  m M  m a l t o s e  i n  2 0  m M  B T P  p H  8 . 0 ,  1 0  
m M  M g C l
2
.  
 
C r y s t a l l i z a t i o n  
 
A l l  c r y s t a l l i z a t i o n  p r o c e d u r e s  a n d  s t r u c t u r e  d e t e r m i n a t i o n  a n d  a n a l y s i s  a r e  d e s c r i b e d  i n :  
F r a g a ,  J . ,  M a r a n h a ,  A . ,  M e n d e s ,  V . ,  P e r e i r a ,  P . J . ,  E m p a d i n h a s ,  N . ,  a n d  M a c e d o - R i b e i r o ,  S .  ( 2 0 1 5 ) .  
S t r u c t u r e  o f  m y c o b a c t e r i a l  m a l t o k i n a s e ,  t h e  m i s s i n g  l i n k  i n  t h e  e s s e n t i a l  G l g E - p a t h w a y .  S c i e n t i f i c  
R e p o r t s  5 :  p .  8 0 2 6  
 
  
 
 
 4 0 C h a p t e r 2  
R e s u l t s  
 
B i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  
 
A f t e r  t h e  k i n e t i c  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M a k
M t b
 a t t e m p t s  w e r e  m a d e  t o w a r d s  c h a r a c t e r i z i n g  t h e  
m o l e c u l a r  d e t a i l s  u n d e r l y i n g  m a l t o s e  p h o s p h o r y l a t i o n  i n  m y c o b a c t e r i a  a n d  t h e  p r o t e i n  w a s  
s c r e e n e d  f o r  c r y s t a l l i z a t i o n .  H o w e v e r ,  g i v e n  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  M a k
M t b
 a n d  t h e  u n s u c c e s s f u l  
a t t e m p t s  a t  i t s  c r y s t a l l i z a t i o n  t h e  m o r e  s t a b l e  o r t h o l o g u e  f r o m  M .  v a n b a a l e n i i ,  w h i c h  i s  5 9 %  
i d e n t i c a l  t o  M a k
M t b
,  w a s  s e l e c t e d  f o r  b i o c h e m i c a l  a n d  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n .  W e  h a v e  
e x p r e s s e d ,  p u r i f i e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  t h i s  p r o t e i n  a n d  s o l v e d  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  
o f  i t s  f r e e  a n d  n o n - h y d r o l y s a b l e  A T P - b o u n d  f o r m s .   
T h e  M a k
M v a n  
e n z y m e  w a s  a c t i v e  b e t w e e n  2 0  a n d  6 5 ° C ,  w i t h  m a x i m a l  a c t i v i t y  a t  6 0 ° C  ( F i g u r e  2 . 1  
A ) .  A t  3 7 ° C ,  M a k
M v a n
 w a s  a c t i v e  b e t w e e n  p H  6  a n d  1 1  w i t h  o p t i m u m  b e t w e e n  p H  8 . 5  a n d  1 0  
( F i g u r e  2 . 1  B ) .  T h e  e n z y m e  w a s  s t r i c t l y  d e p e n d e n t  o n  d i v a l e n t  c a t i o n s  a n d  M g
2 +
 ( 1 0  m M )  h a d  t h e  
m o s t  p r o n o u n c e d  s t i m u l a t o r y  e f f e c t ,  b e i n g  i n h i b i t o r y  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  ( F i g u r e  2 . 1  C ) .  
O t h e r  d i v a l e n t  c a t i o n s  l i k e  M n
2 +
 a n d  C o
2 +
 s t i m u l a t e d  M a k  a c t i v i t y  t o  a  l o w e r  e x t e n t  b u t  n e v e r  
s u r p a s s i n g  2 5 %  o f  m a x i m a l  a c t i v i t y  ( F i g u r e  2 . 1  C ) .  T h e  r e c o m b i n a n t  M a k  u s e d  A T P  a n d  G T P  ( 3 9 %  
o f  m a x i m a l  a c t i v i t y )  a s  p h o s p h a t e  d o n o r s  w i t h  d e c r e a s i n g  e f f i c i e n c y  w h i l e  U T P  w a s  a  p o o r  d o n o r  
( 3 %  o f  m a x i m a l  a c t i v i t y ) .  M a k
M v a n
 w a s  u n a b l e  t o  u s e  T T P  o r  C T P  a s  p h o s p h a t e  d o n o r s  t o  
p h o s p h o r y l a t e  m a l t o s e  ( F i g u r e  2 . 1  D ) .   
 
F i g u r e  2 . 1  -  B i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M a k  f r o m  M .  v a n b a a l e n i i .  ( A )  I n f l u e n c e  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  ( B )  b u f f e r  p H  
a n d  o n  M a k
M v a n
 e n z y m a t i c  a c t i v i t y .  ( C )  E f f e c t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  o n  e n z y m e  a c t i v i t y  ( M g
2 +
,  b l u e  b a r s ;  C o
2 +
,  r e d ;  M n
2 +
 
,  g r e e n ) .  ( D )  S p e c i f i c i t y  o f  M a k
M v a n
 f o r  d i f f e r e n t  p h o s p h a t e  d o n o r  s u b s t r a t e s .  P l o t t e d  d a t a  a r e  t h e  m e a n  o f  t h r e e  
i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s .  
 
 
 
 4 1  S t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M y c o b a c t e r i u m  v a n b a a l e n i i  m a l t o k i n a s e  
K i n e t i c  p a r a m e t e r s  s h o w e d  t h a t  M a k  e x h i b i t e d  M i c h a e l i s - M e n t e n  k i n e t i c s  a t  3 7 ° C  w i t h  A T P  a n d  
G T P  u p  t o  5  m M  s i n c e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  d o n o r s  w e r e  p r o g r e s s i v e l y  i n h i b i t o r y .  
M a x i m u m  a c t i v i t y  w a s  a c h i e v e d  w i t h  5  m M  A T P ,  d r o p p i n g  t o  8 5 %  a n d  5 5 %  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
1 0  m M  a n d  2 0  m M  A T P  r e s p e c t i v e l y ,  w i t h  G T P  e x h i b i t i n g  a  s i m i l a r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  M a k
M v a n
 
a c t i v i t y .  T h e  a c t i v i t y  w i t h  U T P  w a s  n e g l i g i b l e ,  u n l i k e  t h e  M a k  f r o m  M .  b o v i s  B C G / M .  t u b e r c u l o s i s  
t h a t  c o u l d  u s e  G T P  a n d  U T P  w i t h  c o m p a r a b l e  e f f i c i e n c y  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  M a k
M v a n
 d i s p l a y e d  
m a l t o k i n a s e  a c t i v i t y  a n d  s h o w e d  o v e r  1 0 - f o l d  h i g h e r  c a t a l y t i c  e f f i c i e n c y  t h a n  M a k
M t b  
( T a b l e  2 - I I ) .  
M a l t o s e  w a s  t h e  o n l y  s u g a r  a c c e p t o r  u s e d  b y  t h i s  e n z y m e  a n d  u p o n  i n c u b a t i o n  w i t h  p u r e  
m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  ( 6  o r  1 8  m M )  n o  r e v e r s e  r e a c t i o n  w a s  d e t e c t e d ,  e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
A D P  a s  a  p u t a t i v e  a c c e p t o r  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  
 
T a b l e  2 - I I  -  C o m p a r i s o n  o f  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  r e c o m b i n a n t  M a k
M v a n
 a n d  M a k
M t b
 
 E n z y m e  M a l t o s e  A T P  G T P  U T P  
  ( w i t h  5 m M  A T P )  ( w i t h  2 0  m M  m a l t o s e )  
K
m
 
( m M )  
M a k  
M t b *
 2 . 5 ± 0 . 4  0 . 7 ± 0 . 1  1 . 0 ± 0 . 2  1 . 3 ± 0 . 1  
M a k  
M v a n
 7 . 3 ± 0 . 9  2 . 6 ± 0 . 5  5 . 8 ± 1 . 4  N D  
V
m a x
 
     . m i n
- 1
. m g
- 1
)  
M a k  
M t b *
 2 1 ± 1  2 1 ± 1  1 9 ± 1  7 . 1 ± 0 . 3  
M a k  
M v a n
 3 0 1 ± 1 4  2 0 9 ± 1 9  6 2 ± 8  N D  
k
c a t
 
( m i n  
- 1
)  
M a k  
M t b *
 5 2 ± 3  5 4 ± 2  N D  N D  
M a k  
M v a n
 3 0 0 6 ± 1 3 9  2 0 9 1 ± 1 8 8  6 1 6 ± 7 8  N D  
k
c a t
/ K
m
 
( m M  
- 1
. m i n
- 1
)  
M a k  
M t b *
 2 1 ± 4  7 2 ± 1 2  N D  N D  
M a k  
M v a n
 4 1 4 ± 5 4  8 1 0 ± 1 6 3  1 0 5 ± 2 8  N D  
* V a l u e s  f r o m  t h e  i d e n t i c a l  M a k  f r o m  M .  b o v i s  B C G  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  N D  -  N o t  d e t e r m i n e d .  
 
O v e r a l l  a r c h i t e c t u r e   
 
M a k
M v a n
 c r y s t a l l i z e d  i n  t h e  o r t h o r h o m b i c  s p a c e  g r o u p  P 2 2 2 1  a n d            
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T h e  p r o t e i n  d i s p l a y s  a n  e l o n g a t e d  c o n c a v e - s h a p e d  s t r u c t u r e  t h a t  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  t w o  h a l f -
l o b e s  w i t h  a  c e n t r a l  n a r r o w  a c i d i c  c h a n n e l  ( F i g u r e  2 . 2  A ) .  T h e  N - t e r m i n a l  l o b e  c a n  b e  d i v i d e d  
i n t o  t w o  s u b d o m a i n s :  ( i )  a  c a p  N - t e r m i n a l  s u b d o m a i n  c o m p r i s i n g  t h e  f i r s t  8 8  a m i n o  a c i d s  a n d  
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  - h e l i c a l  
( F i g u r e  2 . 2  B  a n d  C ) .  
T h e  c a p  N - t e r m i n a l  s u b d o m a i n  i s  a  n o v e l  N - t e r m i n a l  d o m a i n ,  u n i q u e  t o  m a l t o k i n a s e s  a n d  
c o n s e r v e d  b o t h  i n  t h e s e  p r o t e i n s  a n d  i n  t h e  b i f u n c t i o n a l  T r e S - M a k  p r o t e i n s ,  a n d  w i t h o u t  
s e q u e n c e  s i m i l a r i t y  t o  o t h e r  k n o w n  p r o t e i n s .  A  s t r u c t u r a l  s e a r c h  w i t h  o n l y  t h e  f i r s t  8 8  a m i n o  
a c i d  r e s i d u e s  o f  M a k
M v a n
,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h i s  u n i q u e  N - t e r m i n a l  c a p  s u b d o m a i n ,  u n v e i l e d  a n  
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u n f o r e s e e n  t o p o l o g i c a l l y  r e s e m b l a n c e  w i t h  p r o t e i n s  d i s p l a y i n g  t h e  c y s t a t i n  f o l d  a n d  a  r e m o t e  
s i m i l a r i t y  w i t h  t h e  N - t e r m i n a l  d o m a i n  o f  t h e  s e r i n e / t h r e o n i n e  p r o t e i n  k i n a s e .  
 
F i g u r e  2 . 2  -  O v e r a l l  s t r u c t u r e  o f  M a k
M v a n
.  ( A )  S u r f a c e  r e p r e s e n t a t i o n  o f  M a k
M v a n
 s h o w i n g  t h e  d i s t i n c t  d o m a i n s  i n  
d i f f e r e n t  c o l o r s  ( c a p  d o m a i n :  b l u e ;  i n t e r m e d i a t e  d o m a i n :  g r e e n ;  C - t e r m i n a l  d o m a i n :  p i n k ;  l i n k e r :  y e l l o w ) .  ( B )  C a r t o o n  
r e p r e s e n t a t i o n  o f  M a k
M v a n
 t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e ,  c o l o r - c o d e d  a s  i n  p a n e l  A .  ( C )  T o p o l o g y  d i a g r a m  o f  M a k
M v a n
,  
c o l o r - c o d e d  a s  i n  p a n e l  A .  F i g u r e  i n  p a n e l  A  w a s  p r e p a r e d  w i t h  Y A S A R A  v i e w .  F i g u r e  i n  p a n e l  B  w a s  p r e p a r e d  w i t h  
P y M O L  ( h t t p : / / w w w . p y m o l . o r g ) .  P a n e l s  B  a n d  C  w e r e  p r e p a r e d  b y  S a n d r a  d e  M a c e d o - R i b e i r o  a n d  P e d r o  J .  B .  P e r e i r a  
a t  I n s t i t u t o  d e  B i o l o g i a  M o l e c u l a r  e  C e l u l a r  ( I B M C ,  P o r t o )  a n d  a d a p t e d  f r o m  f r o m  F r a g a  e t  a l .  ( 2 0 1 5 )  w i t h  p e r m i s s i o n .  
 
T h e  t w o  N - t e r m i n a l  s u b d o m a i n s  ( c a p  a n d  i n t e r m e d i a t e  d o m a i n )  a r e  t i g h t l y  i n t e r c o n n e c t e d  
t h r o u g h  a  w i d e  i n t e r f a c e  a r e a ,  p r e d o m i n a n t l y  b y  p o l a r  c o n t a c t s  a n d  a  s i g n i f i c a n t  n u m b e r  o f  s a l t  
b r i d g e s ,  s o m e  o f  t h e m  i n v o l v i n g  t h e  s i d e  c h a i n s  o f  c o n s e r v e d  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s .  O n  b o t h  e d g e s  
o f  t h e  i n t e r f a c e ,  s t r o n g  p o l a r  c o n t a c t s  a r e  o b s e r v e d  t h a t  s t a p l e  t h e s e  t w o  r e g i o n s  a n d  l i m i t  t h e  
i n t e r d o m a i n  f l e x i b i l i t y .  O n e  s u c h  i n t e r a c t i o n  o c c u r s  b e t w e e n  t h e  i n v a r i a n t  A r g 1 3  i n  t h e  c a p  
s u b d o m a i n  w h i c h  f o r m s  p o l a r  c o n t a c t s  w i t h  t h e  m a i n  c h a i n  c a r b o n y l s  o f  G l u 1 3 4  a n d  A s n 1 3 7  o f  
t h e  i n t e r m e d i a t e  s u b d o m a i n ,  w h i l e  t h e  c o n s e r v e d  T r p 1 4  s t a c k s  w i t h  A r g 1 5 2  ( s t r i c t l y  c o n s e r v e d ) ,  
w h o s e  s i d e  c h a i n  i s  i n v o l v e d  i n  a  s a l t  b r i d g e  w i t h  A s p 8 8  ( s t r i c t l y  c o n s e r v e d )  ( F i g u r e  2 . 3 ) .  T h e  
e x t e n t  a n d  s t r e n g t h  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  t w o  s u b d o m a i n s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e i r  r e l a t i v e  
m o t i o n  i s  h i g h l y  i n t e r d e p e n d e n t .  A n a l y s i s  o f  t h e  B - f a c t o r  d i s t r i b u t i o n  r e v e a l s  t h a t  t h e  c a p  
s u b d o m a i n  h a s  t h e  h i g h e s t  v a l u e s  f o r  t h e  a t o m i c  t e m p e r a t u r e  f a c t o r s  a n d  t h e  C - t e r m i n a l  d o m a i n  
t h e  l o w e s t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  N - t e r m i n a l  l o b e ,  i n  p a r t i c u l a r  t h e  c a p  r e g i o n ,  i s  m o r e  d y n a m i c .  
M a k
M v a n
 r e v e a l e d  a  t y p i c a l  b i l o b a l  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e - l i k e  ( E L K )  f o l d ,  c o n s e r v i n g  t h e  m a i n  
s t r u c t u r a l  m o t i f s  r e q u i r e d  f o r  t h e  p h o s p h o t r a n s f e r  r e a c t i o n .  M a n y  o f  t h e  c a n o n i c a l  s t r u c t u r a l  
m o t i f s  a s s o c i a t e d  w i t h  n u c l e o t i d e  b i n d i n g  a n d  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  a r e  c o n s e r v e d  i n  M a k
M v a n
.  
P a r t i c u l a r l y ,  t h e  c a t a l y t i c  l o o p ,  t h a t  c o n t a i n s  t h e  p u t a t i v e  c a t a l y t i c  b a s e  ( A s p 3 0 5 ) ,  a n d  t h e  
3 2 2
 D F E  
3 2 4
 m o t i f  w i t h  i t s  m a g n e s i u m - b i n d i n g  A s p 3 2 2  ( F i g u r e  2 . 3 ) .  T h i s  l a t t e r  p a t t e r n  i s  r e m i n i s c e n t  o f  
t h e  D X D  m o t i f  c o m m o n l y  f o u n d  i n  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e s  t h a t ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  n u c l e o t i d e  s u g a r  
d o n o r ,  c o o r d i n a t e s  t h e  a c t i v e  s i t e  d i v a l e n t  i o n  ( P e r e i r a  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  T h e  P - l o o p  (
1 3 3  
A E Q S N T S V
1 4 0
 n u c l e o t i d e - p o s i t i o n i n g  l o o p )  i s  t h e  s t r u c t u r a l  e q u i v a l e n t  o f  t h e  g l y c i n e - r i c h  G - l o o p  f o u n d  i n  
e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e s  t h a t  t y p i c a l l y  c o n t a i n s  t h e  r e s i d u e s  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  t e r m i n a l   -
p h o s p h a t e  o f  t h e  b o u n d  n u c l e o t i d e  ( S c h e e f f  a n d  B o u r n e ,  2 0 0 5 ;  G r a n t  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  I n  M a k
M v a n
 
t h e  r e g i o n  i s  d e v o i d  o f  g l y c i n e  r e s i d u e s ,  b e i n g  a l s o  s h o r t e r  t h a n  t h e  s t r u c t u r a l l y  e q u i v a l e n t  i n  
E L K s .  
 
 
 
 4 3S t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M y c o b a c t e r i u m  v a n b a a l e n i i  m a l t o k i n a s e
 
F i g u r e  2 . 3  -  A m i n o  a c i d  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  o f  r e p r e s e n t a t i v e  m a l t o k i n a s e s  f r o m  a c t i n o b a c t e r i a .  R e s i d u e s  a r e  c o l o r e d  
a c c o r d i n g  t o  c o n s e r v a t i o n  ( r e d :  i d e n t i c a l  r e s i d u e s ,  o r a n g e  t o  b l u e :  d e c r e a s i n g  c o n s e r v a t i o n ;  w h i t e :  d i s s i m i l a r  
r e s i d u e s ) .  A m i n o  a c i d  n u m b e r s  a r e  g i v e n  a b o v e  t h e  M .  v a n b a a l e n i i  a n d  M .  t u b e r c u l o s i s  s e q u e n c e s .  S e c o n d a r y  
s t r u c t u r e  e l e m e n t s  a r e  b a s e d  o n  t h e  M a k
M v a n
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  - h e l i c e s ;  y e l l o w  c y l i n d e r s ,  3
1 0
- h e l i c e s ;  b l u e  
      " 
  - s h e e t s ) .  C o l o r e d  l i n e s  a b o v e  t h e  a l i g n m e n t  i n d i c a t e  t h e  d o m a i n s  i d e n t i f i e d  i n  t h e  3 D  s t r u c t u r e  ( b l u e :  c a p  
s u b d o m a i n ;  g r e e n :  i n t e r m e d i a t e  d o m a i n ;  p i n k :  C - t e r m i n a l  d o m a i n )  a n d  t h e  m a i n  s t r u c t u r a l  m o t i f s  a s s o c i a t e d  w i t h  
p h o s p h o t r a n s f e r  a c t i v i t y  a r e  h i g h l i g h t e d .  R e s i d u e s  i n v o l v e d  i n  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  n u c l e o t i d e  a r e  m a r k e d  b e l o w  t h e  
a l i g n m e n t  ( s t a r s :  r e s i d u e s  i n v o l v e d  i n  p o l a r  c o n t a c t s  a t  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  c a p  a n d  t h e  i n t e r m e d i a t e  d o m a i n ;  
y e l l o w  c i r c l e s :  r e s i d u e s  i n v o l v e d  i n  V a n  d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  a d e n i n e  b a s e ;  g r e e n  c i r c l e s :  r e s i d u e s  i n v o l v e d  
i n  w a t e r - m e d i a t e d  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  a d e n i n e  b a s e ;  r e d  t r i a n g l e s :  r e s i d u e s  i n v o l v e d  i n  d i r e c t  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  
   
  - p h o s p h o r y l  g r o u p ;  g r e e n  t r i a n g l e s :  r e s i d u e s  i n v o l v e d  i n  w a t e r - m e d i a t e d  p o l a r  c o n t a c t s  w i t h  t h e  p h o s p h o r y l  
g r o u p s ;  b l u e  t r i a n g l e s :  r e s i d u e s  d i r e c t l y  s t a b i l i z i n g  m a g n e s i u m - c o o r d i n a t i n g  w a t e r  m o l e c u l e s ;  m a g e n t a  t r i a n g l e s :  
r e s i d u e s  i n v o l v e d  i n  m a g n e s i u m  i o n  c o o r d i n a t i o n ) .  F i g u r e  p r e p a r e d  w i t h  A l i n e 2  b y  S a n d r a  d e  M a c e d o - R i b e i r o  a t  
I n s t i t u t o  d e  B i o l o g i a  M o l e c u l a r  e  C e l u l a r  ( I B M C ,  P o r t o )  a n d  a d a p t e d  f r o m  F r a g a  e t  a l .  ( 2 0 1 5 )  w i t h  p e r m i s s i o n .    
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N u c l e o t i d e  b i n d i n g  s i t e  
 
T h e  s t r u c t u r e  o f  M a k
M v a n
 i n  c o m p l e x  w i t h  t h e  n o n - h y d r o l y s a b l e  A T P  a n a l o g ,  a d e n o s i n e - 5 ’ -  [ (  ,  ) -
m e t h y l e n o ]  t r i p h o s p h a t e  ( A p p C p ) ,  w a s            
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t w o  a l t e r n a t i v e  c o n f o r m a t i o n s  w i t h i n  t h e  d e e p  p o c k e t  b e t w e e n  t h e  i n t e r m e d i a t e  s u b d o m a i n  
a n d  t h e  C - t e r m i n a l  d o m a i n .  
O n l y  l o c a l i z e d  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  o c c u r  t o  a c c o m m o d a t e  t h e  A p p C p  m o l e c u l e ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  
l i n k e r  b e t w e e n  t h e  i n t e r m e d i a t e  a n d  t h e  C - t e r m i n a l  d o m a i n s  a n d  i t s  c l o s e  n e i g h b o r i n g  r e g i o n s .  
T h e  m o s t  s i g n i f i c a n t  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  o c c u r  i n  t h e  r e g i o n  p r e c e d i n g   - h e l i x  G  a n d  i n  t h e  
l o o p  c o n n e c t i n g  s t r a n d s   3  a n d   4  i n  t h e  i n t e r m e d i a t e  d o m a i n ,  i n  o r d e r  f o r  t h e  r e s i d u e s  t o  
e s t a b l i s h         
     
    
  - p h o s p h a t e  g r o u p .  O n  t h e  C - t e r m i n a l  n e i g h b o r i n g  s i d e ,  t h e  s i d e  c h a i n  
o f  A s p 3 2 2  s h i f t s  t o  c o o r d i n a t e  t h e  m a g n e s i u m  i o n s .     
  - p h o s p h a t e  g r o u p  i s  t h e n  s t a b i l i z e d  b y  
a  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  P - l o o p  r e s i d u e  S e r 1 3 6  a n d  f u r t h e r  s t a b i l i z e d  t h r o u g h  w a t e r -
m e d i a t e d  c o n t a c t s  t o  A s n 1 3 7  a n d  L y s 1 4 9 .  
I n  t h e  M a k
M v a n
: A p p C p  c o m p l e x  t h e r e  a r e  t w o  m a g n e s i u m  b i n d i n g  s i t e s  a n d  w h i l e  t h e  G l u 3 2 4  
r e s i d u e  ( D F E  m o t i f )  d o e s  n o t  p a r t i c i p a t e  i n  m a g n e s i u m  c o o r d i n a t i o n ,  i t  s h i f t s  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h e  
s e c o n d  m a g n e s i u m  i o n ,  c o o r d i n a t i n g  a  w a t e r  m o l e c u l e  i n  t h e  M a k
M v a n
: A p p C p  c o m p l e x  s t r u c t u r e .  
O v e r a l l ,  t h e r e  i s  c o n s e r v a t i o n  o f  t h e  r e s i d u e s  w i t h i n  t h e  n u c l e o t i d e - b i n d i n g  s i t e  i n  
a c t i n o b a c t e r i a ,  i n  p a r t i c u l a r  t h o s e  e s t a b l i s h i n g  e i t h e r  d i r e c t  o r  w a t e r - m e d i a t e d  c o n t a c t s  w i t h  t h e  
p h o s p h a t e  g r o u p s  o n  b o t h  s i d e s  o f  t h e  b i n d i n g  c l e f t .  
 
M a l t o s e  b i n d i n g  s i t e  -  M u t a t i o n a l  a n a l y s i s  o f  M .  v a n b a a l e n i i  M a k  
 
D e s p i t e  r e p e a t e d  a t t e m p t s  n o  d i f f r a c t i n g  c r y s t a l s  o f  M a k
M v a n
 i n  c o m p l e x  w i t h  i t s  s u g a r  s u b s t r a t e  
c o u l d  b e  o b t a i n e d .  T h e r e f o r e ,  i n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  t h e  m a l t o s e  b i n d i n g  s i t e ,  a  s e a r c h  f o r  s u i t a b l e  
c a v i t i e s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  f p o c k e t  ( L e  G u i l l o u x  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  
I n  t h e  s t r u c t u r e  o f  f r e e  M a k
M v a n
 t h e  l a r g e s t  p o c k e t  i d e n t i f i e d  ( p o c k e t  1  b l u e  i n  F i g u r e  2 . 4 )  i s  
l o c a t e d  t o  t h e  l e f t  o f  t h e  e x p o s e d  c a t a l y t i c  c l e f t .  T h i s  p o c k e t  i s  p r e d o m i n a n t l y  h y d r o p h o b i c  w i t h  
a n  o v e r a l l  p o s i t i v e  c h a r g e  a n d  i t  i s  d e l i n e a t e d  b y  t h e  i n v a r i a n t  r e s i d u e s  T r p 2 1 1 ,  T y r 3 5 3 ,  A r g 4 2 5 ,  
T y r 4 2 0 ,  L y s 4 1 3 ,  T y r 4 1 6  w i t h i n  t h e  C - t e r m i n a l  l o b e ,  a s  w e l l  a s  b y  r e s i d u e s  f r o m  t h e  c a t a l y t i c  l o o p  
r e g i o n  s u c h  a s  H i s 3 0 7  a n d  A s p 3 0 5  a n d  f r o m  t h e  D F E  m o t i f  ( F i g u r e  2 . 4  B ) .  A t  t h e  b o t t o m  o f  t h e  
p o c k e t ,  t w o  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  r e s i d u e s ,  A r g 2 6 7  a n d  A r g 3 4 2  ( s t a b i l i z e d  b y  a  s a l t  b r i d g e  w i t h  
G l u 3 2 6 )  p r o b a b l y  p l a y  a  r o l e  i n  d i r e c t i n g  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  r e a c t i o n  p r o d u c t  a w a y  f r o m  t h e  
e n z y m e  a c t i v e  s i t e .  P o c k e t  1  i s  c l o s e  t o  t h e  a c t i v e  s i t e  H G D  m o t i f  a n d  i n c l u d e s  A s p 3 0 5 ,  w h i c h  i s  
t o p o l o g i c a l l y  e q u i v a l e n t  t o  t h e  c a t a l y t i c  b a s e  i n  a n a l o g o u s  e n z y m e s ,  a n d  g l o b a l l y  c o i n c i d e n t  w i t h  
t h e  s u b s t r a t e - b i n d i n g  r e g i o n  i n  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  E L K s .  
T w o  a d d i t i o n a l  l a r g e  p o c k e t s  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  e n z y m e ’ s  a c t i v e  s i t e .  O n e  
o f  t h e m  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  n u c l e o t i d e - b i n d i n g  s i t e  ( p o c k e t  3 ,  F i g u r e  2 . 4 ) .  T h e  o t h e r  p o c k e t  
( p o c k e t  2 ,  F i g u r e  2 . 4 ) ,  a l s o  l a r g e  e n o u g h  f o r  a c c o m m o d a t i n g  m a l t o s e ,  e n c o m p a s s e s  t h e   -
p h o s p h a t e  b i n d i n g  r e g i o n  a n d  i s  f r a m e d  b y  r e s i d u e s  f r o m  t h e  l o o p  l i n k i n g  s t r a n d   5  a n d  h e l i x     
f r o m  t h e  P - l o o p  a n d  f r o m  t h e  D F E  m o t i f .  
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F i g u r e  2 . 4  -  I d e n t i f i c a t i o n  o f  s u r f a c e  c a v i t i e s  i n  M a k
M v a n
 ( A )  S u r f a c e  r e p r e s e n t a t i o n  o f  f r e e  M a k
M v a n
 c o l o r e d  a c c o r d i n g  
t o  r e s i d u e  c o n s e r v a t i o n  ( c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  m u l t i p l e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 3 ) .  C a v i t i e s  i d e n t i f i e d  
w i t h  t h e  s o f t w a r e  f p o c k e t a r e  r e p r e s e n t e d  a s  d o t t e d  s p h e r e s  ( p o c k e t  1 :  b l u e ;  p o c k e t  2 :  c y a n ;  p o c k e t  3 :  w h i t e ;  p o c k e t  
4 :  l i g h t  g r e e n ;  p o c k e t  5 :  l i g h t  p i n k ) .  ( B )  C l o s e  v i e w  o f  t h e  r e s i d u e s  l i n i n g  p o c k e t  1  c o l o r e d  a s  i n  p a n e l  A .  I m p o r t a n t  
r e s i d u e s  a r e  s h o w n  a s  s t i c k s  a c c o r d i n g  t o  s e q u e n c e  c o n s e r v a t i o n  ( p r o t e i n )  o r  w i t h  o x y g e n  a t o m s  i n  r e d ,  n i t r o g e n  i n  
b l u e ,  s u l f u r  i n  y e l l o w ,  p h o s p h o r u s  i n  o r a n g e  a n d  c a r b o n  i n  g r e e n  ( n u c l e o t i d e ) .  R e s i d u e  A s p 3 0 5  ( b a l l - a n d - s t i c k )  i s  
h i g h l i g h t e d  b y  a  d a s h e d  b l u e  l i n e ;  t h e   - p h o s p h a t e  o f  A p p C p  ( b a l l - a n d - s t i c k  r e p r e s e n t a t i o n )  i s  h i g h l i g h t e d  b y  a  b l u e  
l i n e .  F i g u r e  p r e p a r e d  w i t h  P y M O L  ( h t t p : / / w w w . p y m o l . o r g )  b y  S a n d r a  d e  M a c e d o - R i b e i r o  a n d  P e d r o  J .  B .  P e r e i r a  a t  
I n s t i t u t o  d e  B i o l o g i a  M o l e c u l a r  e  C e l u l a r  ( I B M C ,  P o r t o )  a n d  a d a p t e d  f r o m  F r a g a  e t  a l .  ( 2 0 1 5 )  w i t h  p e r m i s s i o n .  
 
H o w e v e r ,  c o n s i d e r i n g  t h e  o v e r a l l  h i g h e r  c o n s e r v a t i o n  o f  p o c k e t  1  i n  M a k
M v a n
 t h r e e - d i m e n s i o n a l  
s t r u c t u r e ,  t h e  t o p o l o g i c a l  e q u i v a l e n t  t o  t h e  s u b s t r a t e  b i n d i n g  r e g i o n  i n  o t h e r  E L K s ,  t h i s  c a v i t y  
m o s t  l i k e l y  r e p r e s e n t s  t h e  m a l t o s e - b i n d i n g  s i t e .  A  m u t a t i o n a l  a n a l y s i s  o f  k e y  r e s i d u e s  w a s  
c a r r i e d  o u t  t o  c o r r o b o r a t e  t h i s  h y p o t h e s i s .  A c c o r d i n g l y ,  m u t a t i o n s  o f  t h e  i n v a r i a n t  a r o m a t i c  
r e s i d u e s  T y r 4 1 6  a n d  T y r 4 2 0  a n d  t h e  b a s i c  r e s i d u e  L y s 4 1 3  p r a c t i c a l l y  a b o l i s h e d  m a l t o k i n a s e  
a c t i v i t y  ( F i g u r e  2 . 5 ) .  T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  m u t a t i o n  o f  r e s i d u e s  4 1 6  a n d  4 2 0  t o  p h e n y l a l a n i n e  
w a s  s u f f i c i e n t  t o  d r a s t i c a l l y  r e d u c e  M a k
M v a n
c a t a l y t i c  a c t i v i t y  s u g g e s t s  t h a t  m a l t o s e  b i n d i n g  
i n v o l v e s  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  p o l a r  i n t e r a c t i o n s  w i t h  T y r 4 1 6  a n d  T y r 4 2 0  s i d e  c h a i n s .  
 
F i g u r e  2 . 5  -  M u t a t i o n a l  a n a l y s i s  o f  M a k
M v a n
 m a l t o s e  b i n d i n g  s i t e .  A n a l y s i s  o f  t h e  e f f e c t  o f  p o i n t  m u t a t i o n s  i n  k e y  
r e s i d u e s  f o r  M a k
M v a n
 c a t a l y t i c  a c t i v i t y .  
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C o n s e r v a t i o n  o f  k e y  a c t i v e  s i t e  r e s i d u e s  -  M u t a t i o n a l  a n a l y s i s  o f  M .  t u b e r c u l o s i s  M a k  
 
M a k
M t b  
s h a r e s  w i t h  M a k
M v a n
 c o n s e r v a t i o n  o f  m o s t  r e s i d u e s  w i t h i n  t h e  a c t i v e  s i t e  c l e f t .  I n  t h e  
a c t i v e  s i t e  m o s t  d i f f e r e n c e s  c a n  b e  i d e n t i f i e d  a t  t h e  a d e n i n e  b a s e - b i n d i n g  s i t e ,  n a m e l y  i n  t h e  
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    ( F i g u r e  2 . 3 ) .  V a r i a t i o n s  i n  t h i s  r e g i o n  w e r e  p r e v i o u s l y  c o r r e l a t e d  
w i t h  n u c l e o s i d e  r e c o g n i t i o n  s p e c i f i c i t y  i n  a m i n o g l y c o s i d e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e s  ( S h i  a n d  
B e r g h u i s ,  2 0 1 2 )  a n d  c o u l d  j u s t i f y  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b s e r v e d  s m a l l  d i f f e r e n c e s  i n  n u c l e o t i d e  
b a s e  s p e c i f i c i t y  b e t w e e n  t h e s e  t w o  m y c o b a c t e r i a l  e n z y m e s  ( F i g u r e  2 . 1  a n d  T a b l e  2 - I I ) .  
A  m u t a t i o n a l  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  t o  a n a l y z e  t h e  o v e r a l l  c o n s e r v a t i o n  o f  t h e  m a i n  s t r u c t u r a l  
f e a t u r e s  o b s e r v e d  i n  M a k
M v a n
 i n  t h e  M .  t u b e r c u l o s i s  e n z y m e  r e g a r d i n g  k e y  r e s i d u e s .  O v e r a l l ,  t h e  
P - l o o p ,  c a t a l y t i c  l o o p  a n d  t h e  D F E  m o t i f  r e m a i n  l a r g e l y  c o n s e r v e d ,  a s  w e l l  a s  t h e  r e s i d u e s  
f o r m i n g  t h e  i d e n t i f i e d  m a l t o s e - b i n d i n g  p o c k e t  ( F i g u r e  2 . 6 ) .  M u t a t i o n  o f  t h e  i n v a r i a n t  
m a g n e s i u m - b i n d i n g  A s p 3 3 9  o f  M a k
M t b
 ( A s p 3 2 2  i n  M a k
M v a n
)  t o  a s p a r a g i n e  c o m p l e t e l y  a b o l i s h e d  
t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y ,  w h i l e  t h e  m u t a t i o n  o f  t h e   - p h o s p h a t e  i n t e r a c t i n g  r e s i d u e  S e r 1 4 4  
( S e r 1 3 6  i n  M a k
M v a n
)  d r a s t i c a l l y  r e d u c e d  m a l t o s e  p h o s p h o r y l a t i o n .   A l s o ,  d e s t a b i l i z a t i o n  o f  t h e  
D F E - l o o p  c o n f o r m a t i o n  b y  m u t a t i n g  t h e  G l u 3 4 0 - s t a b i l i z i n g  ( G l u 3 2 4  i n  M a k
M v a n
)  a r g i n i n e  s i d e  
c h a i n  ( m u t a n t  R 3 5 1 A ;  A r g 3 3 4  i n  M a k
M v a n
)  r e s u l t e d  i n  d e c r e a s e d  a c t i v i t y .  T a k e n  t o g e t h e r ,  t h i s  
m u t a t i o n a l  a n a l y s i s  u n d e r s c o r e s  t h e  o v e r a l l  c o n s e r v a t i o n  o f  t h e  m a i n  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  
o b s e r v e d  i n  M a k
M v a n
 i n  t h e  M .  t u b e r c u l o s i s  e n z y m e .  
 
F i g u r e  2 . 6  -  M u t a t i o n a l  a n a l y s i s  o f  M .  t u b e r c u l o s i s  M a k  P - l o o p  r e s i d u e s  a n d  D F E  M o t i f .  A n a l y s i s  o f  t h e  e f f e c t  o f  p o i n t  
m u t a t i o n s  i n  k e y  r e s i d u e s  f o r  M a k
M t b
 c a t a l y t i c  e f f i c i e n c y  ( k
c a t
/ K
m
) .  * W T ,  A d a p t e d  f r o m  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  
 
T h e  r e l e v a n c e  o f  t h e  t i g h t  i n t e r a c t i o n  b e t w    
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  - p h o s p h a t e  b i n d i n g  l o o p  a n d  t h e  c a p  
s u b d o m a i n  i s  h i g h l i g h t e d  b y  t h e  f i n d i n g  t h a t  m u t a t i o n  o f  A s n 1 4 5  ( A s n 1 3 7  i n  M a k
M v a n
)  c o m p l e t e l y  
i n a c t i v a t e d  M a k
M t b
.  T h i s  a s p a r a g i n e  r e s i d u e  d o e s  n o t  i n t e r a c t  d i r e c t l y  w i t h  t h e  n u c l e o t i d e  i n  t h e  
M a k
M v a n
: A p p C p  c o m p l e x ,  b u t  s t a b i l i z e s  a n  o r d e r e d  s o l v e n t  n e t w o r k  i n t e r l i n k i n g  t h e  P - l o o p ,  t h e  
n u c l e o t i d e ,  a n d  t h e  D F E  m o t i f  a n d  h e l p s  m a i n t a i n i n g  t h e  m a i n - c h a i n  c o n f o r m a t i o n  o f  A r g 1 6 0  
( A r g 1 5 2  i n  M a k
M v a n
) ,  a  c r u c i a l  r e s i d u e  a t  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  i n t e r m e d i a t e  a n d  t h e  c a p  
s u b d o m a i n s  t h a t  s t a c k s  w i t h  t h e  i n v a r i a n t  T r p 1 4 .  T h e s e  i n v a r i a n t  r e s i d u e s ,  t i g h t l y  c r o s s - l i n k e d  
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  - p h o s p h a t e  b i n d i n g  P - l o o p ,  f o r m  p a r t  o f  o n e  o f  t h e  s m a l l  c a v i t i e s  i d e n t i f i e d  i n  t h e  
s t r u c t u r e  o f  M a k
M v a n
 ( p o c k e t  4 ,  F i g u r e  2 . 4 ) .  T h i s  c o n s e r v e d  i n t e r f a c e  r e g i o n  i s  s t a b i l i z e d  
p r e d o m i n a n t l y  b y  a  n e t w o r k  o f  p o l a r  i n t e r a c t i o n s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  t h e  
f l e x i b l e  N - t e r m i n a l  c a p  s u b d o m a i n  c o u l d  b e  e a s i l y  c o n v e y e d  t o  t h e  n u c l e o t i d e - b i n d i n g  r e g i o n ,  
i n c l u d i n g  t h e  P - l o o p ,  a n d  i n t e r f e r e  w i t h  p h o s p h a t e  d o n o r  s t a b i l i z a t i o n  a n d  p h o s p h o r y l  g r o u p  
t r a n s f e r .  
 
 
 
D i s c u s s i o n  
 
M a k  ( R v 0 1 2 7 )  f r o m  M .  t u b e r c u l o s i s  i s  a  b o n a  f i d e  m a l t o k i n a s e  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  a n d  r e c e n t l y  
t h i s  a c t i v i t y  w a s  a l s o  c o n f i r m e d  f o r  t h e  M .  s m e g m a t i s  o r t h o l o g u e  ( R o y  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  H e r e  w e  
d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  M .  v a n b a a l e n i i  M a k  o r t h o l o g u e  ( M a k
M v a n
)  i s  a l s o  a  m a l t o k i n a s e  w h o s e  
n o v e l  s t r u c t u r e  r e v e a l s  t h e  m o l e c u l a r  d e t a i l s  o f  t h i s  f a m i l y  o f  e n z y m e s ,  i d e n t i f y i n g  t h e  c o n s e r v e d  
s t r u c t u r a l  m o t i f s  a s s o c i a t e d  w i t h  i t s  p h o s p h o t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y .  D e s p i t e  l o w  s e q u e n c e  i d e n t i t y  
w i t h  a m i n o g l y c o s i d e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e s ,  m a l t o k i n a s e s  d i s p l a y  s i g n i f i c a n t  s t r u c t u r a l  h o m o l o g y  
a n d  c o n s e r v e  t h e  m a i n  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e - l i k e  ( E L K )  m o t i f s  ( J a r l i n g  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  K a n n a n  
e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  S c h e e f f  a n d  B o u r n e ,  2 0 0 5 ) .  
T h e  c o n c e p t  o f  p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  a s  a  m e c h a n i s m  f o r  r e g u l a t i o n  d a t e s  t o  t h e  1 9 5 0 ’ s  a n d  
w a s  t h e  f o u n d a t i o n  f o r  t h e  f a m i l y  o f  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e s  ( e P K s ) ,  o n e  o f  t h e  l a r g e s t  g e n e  
f a m i l i e s ,  a c c o u n t i n g  f o r  2 - 4 %  o f  a l l  g e n e s  e x p r e s s e d  a n d  r e g u l a t i n g  m o s t  o f  t h e  b i o l o g i c a l  
p r o c e s s e s  i n  t h e  c e l l  ( T a y l o r  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  T h e  p r o t e i n  k i n a s e – l i k e  ( P K L )  i s  a  s u p e r f a m i l y  o f  
e n z y m e s  t h a t  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  t h e  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e s  ( e P K s ) ,  t h e  c o n t r o l l e r s  o f  
e u k a r y o t i c  c e l l  b i o l o g y ,  a n d  t h e i r  p r o k a r y o t i c  c o u n t e r p a r t s ,  t h e  e u k a r y o t i c - l i k e  p r o t e i n  k i n a s e s  
( E L K )  ( M e h a r e n a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  P K L  k i n a s e s  a r e  s c a t t e r e d  a c r o s s  p h y l a  a n d  a r e  u s u a l l y  r e g u l a t o r y  
p r o t e i n s ,  a l t h o u g h  t h e y  c a n  h a v e  s e v e r a l  d i f f e r e n t  f u n c t i o n s .  T h e y  s h a r e  a  c o m m o n  f o l d  a n d  t h e  
b i o c h e m i c a l  f u n c t i o n  o f  A T P - d e p e n d e n t  p h o s p h o r y l a t i o n .  E L K s  g e n e r a l l y  d i s p l a y  v e r y  l o w  
s e q u e n c e  i d e n t i t y  ( 7 % – 1 7 % )  t o  e P K s  a n d  t o  e a c h  o t h e r  ( K a n n a n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  p r o t o t y p i c a l  
k i n a s e  s t r u c t u r e  c o n s i s t s  o f  t w o  l o b e s  j o i n e d  b y  a  s h o r t  l o o p ,  k n o w n  a s  t h e  h i n g e  s e g m e n t .  T h e  
s m a l l e r  N - t e r m i n a l  l o b e  i s  c o m p o s e d  o f  f i v e - s t r a n d e d  a n t i -     	 	  	 
  - s h e e t  a n d  t h e  l a r g e r  C -
t e r     	 
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  - h e l i x e s .  C a t a l y s i s  o c c u r s  a t  t h e  i n t e r f a c e  o f  t h e  t w o  l o b e s .  T h e  
d e e p  c l e f t  b e t w e e n  t h e  t w o  l o b e s  f o r m s  t h e  a c t i v e  s i t e ,  A T P  b i n d i n g  p o c k e t ,  w h e r e  
p h o s p h o r y l a t i o n  o c c u r s .  T h e  r e s i d u e s  i n v o l v e d  i n  t h e  p h o s p h o t r a n s f e r  r e a c t i o n  a r e  h i g h l y  
c o n s e r v e d .  B o t h  l o b e s  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  b i n d i n g  o f  A T P  w i t h  t h e  m e t a l  i o n s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  
r e a c t i o n  t o  o c c u r .  T h e  C - t e r m i n a l  l o b e  b i n d s  t h e  s u b s t r a t e ,  b r i n g i n g  i t  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  A T P ,  
r e s u l t i n g  i n  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n .  T h e  N - t e r m i n a l  l o b e  i s  m o s t l y  i n v o l v e d  i n  o r i e n t i n g  n u c l e o t i d e  
b i n d i n g  ( P é r e z  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  T a y l o r  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  K i n a s e s  s h a r e  a  h i g h l y  s i m i l a r  c o r e  c a s s e t t e  a n d  
n u m e r o u s  s e q u e n c e  m o t i f s ,  t h a t  a r e  e x t r e m e l y  c o n s e r v e d ,  b u t  b e c a u s e  t h e y  a r e  a  v e r y  d i v e r s e  
g r o u p  o f  p r o t e i n s  p h o s p h o r y l a t i n g  a  v a s t  a r r a y  o f  s u b s t r a t e s ,  t h e i r  o v e r a l l  s t r u c t u r e  t r a n s l a t e s  
s u c h  d i v e r s i t y .  T h e  C - t e r m i n a l  i s  e s p e c i a l l y  d i v e r s e  a n d ,  i n  s o m e  c a s e s ,  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  h a v e  
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a l l o w e d  t h e  k i n a s e s  i n  t h e  s u p e r f a m i l y  t o  p a r t n e r  w i t h  a c c e s s o r y  d o m a i n s  i m p o r t a n t  t o  a c t i v i t y  
a n d / o r  r e g u l a t i o n  ( S c h e e f f  a n d  B o u r n e ,  2 0 0 5 ) .  O v e r a l l ,  M a k
M v a n
 s t r u c t u r e  i s  v e r y  s i m i l a r  t o  E L K  
s t r u c t u r e  w i t h  i t s  b i l o b a l  a r r a n g e m e n t  w i t h  a n  e x p o s e d  c a t a l y t i c  c l e f t .  H o w e v e r ,  i n  c o n t r a s t  t o  
E L K s ,  t h e  N - t e r m i n a l  l o b e  h a s  a n  a d d i t i o n a l  N - t e r m i n a l  s u b d o m a i n ,  t h e  c a p  s u b d o m a i n ,  w h i c h  i s  
u n i q u e  t o  m a l t o k i n a s e s  a n d  u n v e i l e d  a n  u n f o r e s e e n  r e s e m b l a n c e  w i t h  p r o t e i n s  d i s p l a y i n g  t h e  
c y s t a t i n  f o l d .  C y s t a t i n s  a r e  a  p r o t e i n  s u p e r f a m i l y  o f  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  c y s t e i n e  p r o t e a s e  
i n h i b i t o r s  w h o s e  f i r s t  s o l v e d  s t r u c t u r e  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  c h i c k e n  a n d  r e v e a l e d  a  n e w  f o l d ,  
n a m e d  t h e  c y s t a t i n  f o l d ,  w h i c h  i s  b a s e d  o n  a  f i v e  s t r a n d e d  a n t i -     	 	  	 
  - s h e e t  w r a p p e d  a r o u n d  
t h e  c e n t r a l  N - t e r m i n a l  h e l i x  ( T u r k  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  R a o  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
E L K s  a r e  a b u n d a n t  o n l y  i n  s p e c i f i c  g r o u p s  o f  p r o k a r y o t e s  ( P é r e z  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  M y c o b a c t e r i a  a r e  
e s p e c i a l l y  r i c h  i n  e u k a r y o t i c - l i k e  S e r / T h r  p r o t e i n  k i n a s e s  ( S T P K s )  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i o n  c e l l  
g r o w t h  a n d  d i v i s i o n ,  s t r e s s  r e s p o n s e s  a n d  p a t h o g e n i c i t y .  O t h e r  e x a m p l e s  o f  E L K s  a r e  5 -
m e t h y l t h i o r i b o s e  ( M T R )  k i n a s e  i n v o l v e d  i n  b a c t e r i a l  m e t h i o n i n e  s a l v a g e  p a t h w a y  ( K u  e t  a l . ,  
2 0 0 7 )  a n d  a m i n o g l y c o s i d e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e s  b a c t e r i a l  p r o t e i n s  w h i c h  O - p h o s p h o r y l a t e  i n  a  
A T P - d e p e n d e n t  f a s h i o n  a n d  c o n f e r  r e s i s t a n c e  t o  v a r i o u s  a m i n o g l y c o s i d i c  a n t i b i o t i c s  ( R a m i r e z  
a n d  T o l m a s k y ,  2 0 1 0 ) .  
S t r u c t u r a l  a n a l y s i s  o f  f r e e  M a k  a n d  o f  t h e  M a k : A p p C p  c o m p l e x  s u g g e s t s  t h a t  u n l i k e  p r o t e i n  
k i n a s e s ,  n o  l a r g e  l o b e  m o v e m e n t s  o c c u r  u p o n  n u c l e o t i d e  b i n d i n g ,  a  c o m m o n  f e a t u r e  i n  t h e  
s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  E L K s  s u c h  a s  M T R K 3 2  a n d  a m i n o g l y c o s i d e  p h o s p h o t r a n s f e r a s e s  ( S h i  a n d  
B e r g h u i s ,  2 0 1 2 ;  B u r k  e t  a l . ,  2 0 0 1 ;  H o n  e t  a l . ) .  
T h e  P - l o o p  ( a . k . a .  n u c l e o t i d e - p o s i t i o n i n g  l o o p )  i s  t h e  s t r u c t u r a l  e q u i v a l e n t  o f  t h e  g l y c i n e - r i c h  G -
l o o p  f o u n d  i n  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e s  a n d  M T R K ,  a n d  a n c h o r s  t h e  t e r m i n a l  p h o s p h a t e  g r o u p s  
o f  t h e  n u c l e o t i d e  ( S c h e e f f  a n d  B o u r n e ,  2 0 0 5 ) .  C u r i o u s l y ,  i n  t h e  M a k
M v a n
? _   ^  
     	  @ 
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p h o s p h a t e  d o e s  n o t  s e e m  t o  b e  i d e a l l y  o r i e n t e d  f o r  p h o s p h o r y l  t r a n s f e r  a s  i t  f a c e s  a w a y  f r o m  
t h e  p u t a t i v e  c a t a l y t i c  b a s e  ( A s p 3 0 5 )  a n d  t h e  p r o p o s e d  m a l t o s e - b i n d i n g  p o c k e t .  N e v e r t h e l e s s ,  
t h e  r e l e v a n c e  o f  t h e  o b s e r v e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e   - p h o s p h a t e  a n d  t h e  i n v a r i a n t  S e r 1 3 6  i n  
t h e  P - l o o p  i s  u n d e r s c o r e d  b y  t h e  9 7 %  d e c r e a s e  o f  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  u p o n  m u t a t i o n  o f  t h i s  
r e s i d u e  t o  a l a n i n e .  W e  p r o p o s e  t h a t  r e p o s i t i o n i n g  o f  t h e  t e r m i n a l  p h o s p h o r y l  g r o u p  i s  r e q u i r e d  
f o r  o p t i m u m  p h o s p h a t e  t r a n s f e r  t o  t h e  m a l t o s e  a c c e p t o r ,  a n d  t h a t  e i t h e r  s u b s t r a t e  b i n d i n g  o r  a  
c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  p r o x i m i t y  o f  t h e  P - l o o p  w o u l d  p o i s e  t h e  t e r m i n a l  p h o s p h o r y l  
g r o u p  f o r  c a t a l y s i s .  
F o r  t h e  k i n a s e s  t o  f u n c t i o n  p r o p e r l y  t h e i r  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  m u s t  b e  t i g h t l y  c o n t r o l l e d .  T h e  
c a t a l y t i c  s i t e  v a r i e s  b e t w e e n  c o n f o r m a t i o n a l  s t a t e s .  R e g u l a t o r y  m e c h a n i c s  i n c l u d e  ( i )  b i n d i n g  o f  
a l l o s t e r i c  e f f e c t o r s  a n d  s u b s e q u e n t  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  i n  t h e  c a t a l y t i c  d o m a i n  ( i i )  
a u t o p h o s p h o r y l a t i o n  m e c h a n i s m s .  ( i i i )  p h o s p h o r y l a t i o n  a t  S e r / T h r / T y r  c o n s e r v e d  s i t e s  
a c t i v a t i n g  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  p a t h w a y s  ( P é r e z  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  M e h a r e n a  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  C o n s e r v a t i o n  
o f  t h e  c a p  s u b d o m a i n  i n  m a l t o k i n a s e s  ( i n c l u d i n g  t h e  b i f u n c t i o n a l  T r e S - M a k  e n z y m e s ) ,  i n  
p a r t i c u l a r  o f  t h e  r e s i d u e s  i n  t h e  p r o x i m i t y  o f  t h e  P - l o o p ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  p o t e n t i a l  f l e x i b i l i t y  o f  
t h i s  r e g i o n  a s  i n d i c a t e d  b y  i t s  h i g h  B - v a l u e s  i n  t h e  M a k
M v a n
 s t r u c t u r e ,  a r e  c o m p a t i b l e  w i t h  
r e g u l a t o r y  f u n c t i o n s  f o r  t h i s  s u b d o m a i n .  I n  f a c t ,  r e g u l a t o r y  n o n - c a t a l y t i c  d o m a i n s  h a v e  b e e n  
i d e n t i f i e d  i n  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e s ,  m o d u l a t i n g  e n z y m e  a c t i v i t y  t h r o u g h  i n t e r a c t i o n  w i t h  
 
 
 4 9  S t r u c t u r a l  a n d  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  M y c o b a c t e r i u m  v a n b a a l e n i i  m a l t o k i n a s e  
o t h e r  m a c r o m o l e c u l e s  ( B a i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  L e o n a r d  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  I t  h a s  b e e n  r e c e n t l y  o b s e r v e d  t h a t  
M .  s m e g m a t i s  T r e S  d i r e c t l y  i n t e r a c t s  w i t h  m a l t o k i n a s e  a l s o  s t i m u l a t i n g  i t s  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  
( R o y  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  C o n s i d e r i n g  t h a t  i n  m a n y  s p e c i e s  M a k  i s  f u s e d  t o  t h e  C - t e r m i n u s  o f  T r e S ,  
s u g g e s t i n g  s p a t i a l  p r o x i m i t y  b e t w e e n  t h e  N - t e r m i n a l  r e g i o n  o f  M a k  a n d  t h e  C - t e r m i n a l  
c a r b o h y d r a t e - b i n d i n g  d o m a i n  o f  T r e S  ( C a n e r  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  h y p o t h e s i z e  t h a t  t h e  
N - t e r m i n a l  c a p  s u b d o m a i n  p l a y s  a  c e n t r a l  r o l e  i n  m o d u l a t i o n  o f  M a k  e n z y m a t i c  a c t i v i t y .  I n  f a c t ,  
a  n a r r o w  p o c k e t  t h a t  c o u l d  a c c o m m o d a t e  a n  e x t e n d e d  m o l e c u l e  ( e . g .  a  l i n e a r  p e p t i d e )  ( F i g u r e  
2 . 4 ,  p i n k  s p h e r e s )  c a n  b e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  c a p  s u b d o m a i n .  M a c r o m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  i n  t h i s  
r e g i o n  c o u l d  r e s u l t  i n  a  c o n c e r t e d  m o t i o n  a t  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  c a p  a n d  t h e  i n t e r m e d i a t e  
s u b d o m a i n s ,  p a r t i c u l a r l y  a f f e c t i n g  t h e  d y n a m i c s  o f  t h e  p h o s p h a t e - b i n d i n g  P - l o o p ,  a n d  p r o v i d i n g  
a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  o b s e r v e d  a c t i v a t i o n  o f  m a l t o k i n a s e  a c t i v i t y  u p o n  b i n d i n g  t o  T r e S .  
A l t h o u g h  n o  T r e S  h o m o l o g u e  c o u l d  s o  f a r  b e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  g e n o m e  o f  M .  v a n b a a l e n i i ,  
s e q u e n c e  h o m o l o g y  s e a r c h e s  p i n p o i n t e d  a  g e n e  c o d i n g  f o r  a  n o n - h o m o l o g o u s  p u t a t i v e  T r e S - l i k e  
p r o t e i n ,  M v a n _ 5 1 7 8 .  I n  t h i s  c a n d i d a t e  T r e S ,  w h o s e  f u n c t i o n a l  r e l e v a n c e  i n  t h i s  p r o c e s s  r e m a i n s  
t o  b e  e l u c i d a t e d ,  r e l e v a n t  c a t a l y t i c  r e s i d u e s  a r e  c o n s e r v e d  d e s p i t e  l o w  o v e r a l l  a m i n o  a c i d  
s e q u e n c e  i d e n t i t y .  
A  r e g u l a t e d  a c t i v a t i o n  o f  m a l t o k i n a s e  a c t i v i t y  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f a c t  t h a t  M 1 P  i s  h i g h l y  
t o x i c  t o  t h e  m y c o b a c t e r i a l  c e l l  a n d  i t s  p r o d u c t i o n  n e e d s  t o  b e  t i g h t l y  c o n t r o l l e d .  I n  a  p o s s i b l e  
m o d e l  f o r  t h e  f l o w  o f  s u b s t r a t e s     
  - g l u c a n  b i o s y n t h e s i s ,  T r e S  i s  r e c r u i t e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  
r e s e r v o i r  o f  g l u c o s e  ( g l y c o g e n )  t h r o u g h  i t s  C - t e r m i n a l  d o m a i n .  U p o n  b i n d i n g  t o  t h i s  s i t e  T r e S  
p r o d u c e s  m a l t o s e  a n d  a s s o c i a t e s  w i t h  M a k ,  t h e r e b y  a c t i v a t i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  M 1 P ,  i t s e l f  
c h a n n e l l e d  t h r o u g h  G l g E  f o r  g l y c o g e n  e x t e n s i o n .  T h e  s e l e c t i o n  o f  t h e  p a t h w a y  l e a d i n g  t o  
g l y c o g e n  d e g r a d a t i o n  o r  b i o s y n t h e s i s  c o u l d  b e  c r u c i a l  f o r  h o m e o s t a s i s  o f  t h e  c e l l u l a r  e n e r g y  
l e v e l s  i n  m y c o b a c t e r i a  a n d  i t  i s  t e m p t i n g  t o  s p e c u l a t e  t h a t  t h e  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e s e  
p a t h w a y s  a r e  a s s o c i a t e d  i n  m u l t i f u n c t i o n a l  p r o t e i n  c o m p l e x e s .  M a l t o k i n a s e ’ s  p r o p o s e d  
e s s e n t i a l i t y  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b )  w a s  h y p o t h e s i z e d  t o  s t e m  f r o m  a  c o n s t i t u t i v e  
r e g u l a t o r y  r o l e  i n  s u g a r  m e t a b o l i s m ,  i n  l i n e  w i t h  s i m i l a r  s u g g e s t i o n s  f o r  E .  c o l i  ( M e n d e s  e t  a l . ,  
2 0 1 0 ;  D e c k e r  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  
f e a t u r e s  a s s o c i a t e d  w i t h  s u b s t r a t e  r e c o g n i t i o n  a n d  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e s  i n  t h e  
e s s e n t i a l  G l g E  p a t h w a y  i s  c r u c i a l  f o r  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  o f  n o v e l  s p e c i f i c  a n t i m i c r o b i a l  
c o m p o u n d s .  A l t h o u g h  G l g E  i s  a  v a l i d a t e d  t a r g e t  f o r  t h e  d e s i g n  o f  s p e c i f i c  i n h i b i t o r s  s u c h  a s  M 1 P  
a n a l o g s ,  a  m a l t o s e  t r a n s p o r t e r  i s  l a c k i n g  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  p r e s u m a b l y  h a m p e r i n g  t h e  u p t a k e  o f  
m a l t o s e  a n a l o g s  ( S y s o n  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h i s  a r g u e s  i n  f a v o u r  o f  d e s i g n i n g  p r o - d r u g s  t h a t  c a n  b e  
e n z y m a t i c a l l y  c o n v e r t e d  b y  e n d o g e n o u s  T r e S  a n d / o r  M a k  i n t o  t h e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  G l g E  
i n h i b i t o r s  ( S w a r t s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ;  C h o p r a  a n d  B r e n n a n ,  1 9 9 8 ) .  T h e  h i g h - r e s o l u t i o n  t h r e e -
d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  m y c o b a t e r i a l  m a l t o k i n a s e  i s  a  c o r n e r s t o n e  i n  t h e  s t r u c t u r a l  r o a d m a p  
o f  t h e  e s s e n t i a l  G l g E  p a t h w a y  a n d  c o m p l e t e s  t h e  n e c e s s a r y  e x p e r i m e n t a l  f r a m e w o r k  f o r  t h e  
r a t i o n a l  d e s i g n  o f  m y c o b a c t e r i a l - t a r g e t i n g  c o m p o u n d s  t h a t  m a y  a c t  a s  n a r r o w  s p e c t r u m  
a n t i b i o t i c s  ( C h o p r a  a n d  B r e n n a n ,  1 9 9 8 ) .  
  
 
 
 5 0  C h a p t e r  2   
A c k n o w l e d g e m e n t s  a n d  w o r k  c o n t r i b u t i o n s  
 
A l l  c r y s t a l l o g r a p h y  p r o c e d u r e s  ( w i t h  c o r r e s p o n d i n g  d a t a  c o l l e c t i o n  a n d  p r o c e s s i n g ,  s t r u c t u r e  
d e t e r m i n a t i o n  a n d  f i g u r e  p r e p a r a t i o n )  w e r e  p e r f o r m e d  b y  J o a n a  S .  F r a g a ,  S a n d r a  d e  M a c e d o -
R i b e i r o  a n d  P e d r o  J .  B .  P e r e i r a  a t  I n s t i t u t o  d e  B i o l o g i a  M o l e c u l a r  e  C e l u l a r  ( I B M C ,  P o r t o ) .  D N A  
m a n i p u l a t i o n s  w i t h  Q u i k C h a n g e  I I  S i t e - D i r e c t e d  M u t a g e n e s i s  K i t  ( A g i l e n t )  w e r e  p e r f o r m e d  b y  
J o a n a  S .  F r a g a .  
T h i s  w o r k  w a s  f u n d e d  b y  n a t i o n a l  f u n d s  t h r o u g h  F u n d a ç ã o  p a r a  a  C i ê n c i a  e  a  T e c n o l o g i a  ( F C T )  
a n d  b y  E U - F E D E R  t h r o u g h  t h e  O p e r a t i o n a l  C o m p e t i t i v e n e s s  P r o g r a m m e  –  C O M P E T E  w i t h  g r a n t s  
F C O M P - 0 1 - 0 1 2 4 - F E D E R - 0 1 4 1 8 7  ( P T D C / B I A - B C M / 1 1 2 4 5 9 / 2 0 0 9 )  a n d  F C O M P - 0 1 - 0 1 2 4 - F E D E R -
0 2 8 3 5 9  ( P T D C / B I A - M I C / 2 7 7 9 / 2 0 1 2 ) .  
 
 
 
 
 5 1  O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C h a p t e r  3  O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  
m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T h i s  c h a p t e r  i s  p u b l i s h e d  i n :  
 
M a r a n h a ,  A . ,  M o y n i h a n ,  P . J . ,  M i r a n d a ,  V . ,  L o u r e n ç o ,  E . C . ,  N u n e s - C o s t a ,  D . ,  F r a g a ,  J . S . ,  J o s é  
B a r b o s a  P e r e i r a ,  P . ,  M a c e d o - R i b e i r o ,  S . ,  V e n t u r a ,  M . R . ,  C l a r k e ,  A . J . ,  E m p a d i n h a s ,  N .  ( 2 0 1 5 ) .  
O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s .  
S c i e n t i f i c  R e p o r t s  5 :  p .  1 3 6 1 0 .  
 
  
 
 
 5 2  C h a p t e r  3   
 
 
C h a p t e r  3 -  t a b l e  o f  c o n t e n t s  
 
A b s t r a c t  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 3  
I n t r o d u c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 4  
M e t h o d s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 6  
G e n o m i c  c o n t e x t ,  s e q u e n c e  a n a l y s i s  a n d  s t r u c t u r e  p r e d i c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 6  
M o l e c u l a r  b i o l o g y  a n d  r e c o m b i n a n t  g e n e  e x p r e s s i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 6  
P r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 7  
C h e m i c a l  s y n t h e s i s  o f  G G ;  D G G ;  ( 2 R ) - 2 - O - [ 6 - O - o c t a n o y l - {  - D - g l u c o p y r a n o s y l -
( 1  6 ) -  - D - g l u c o p y r a n o s y l ] - 2 , 3 - d i h y d r o x y p r o p a n o i c  a c i d  1  a n d  o f  ( 2 R ) - 2 - O - {  -
D - g l u c o p y r a n o s y l - ( 1  6 ) -  -  D - g l u c o p y r a n o s y l ) - 3 - O - o c t a n o y l - 2 , 3 -
d i h y d r o x y p r o p a n o i c  a c i d  2  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 7  
A n a l y s i s  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  b y  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 8  
E n z y m e  a s s a y s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 8  
E n z y m e  c h a r a c t e r i z a t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 9  
K i n e t i c  p a r a m e t e r s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 9  
M a s s  s p e c t r o m e t r y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 0  
P u r i f i c a t i o n  o f  O c t - D G G  a n d  a n a l y s i s  b y  n u c l e a r  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  ( N M R )  6 0  
R e s u l t s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 1  
I d e n t i f i c a t i o n ,  s e q u e n c e  a n a l y s i s ,  a n d  s t r u c t u r e  p r e d i c t i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 1  
R e c o m b i n a n t  e x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  O c t T  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 4  
P r o p e r t i e s  o f  r e c o m b i n a n t  O c t T  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 4  
E n z y m a t i c  a n d  c h e m i c a l  p r o d u c t  s y n t h e s i s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 9  
M a s s  s p e c t r o m e t r y  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 1  
D i s c u s s i o n  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 4  
A c k n o w l e d g e m e n t s  a n d  w o r k  c o n t r i b u t i o n s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 1  
 
  
 
 
 5 3  O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
 
A b s t r a c t  
M y c o b a c t e r i a  s y n t h e s i z e  u n i q u e  i n t r a c e l l u l a r  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  ( M G L P s )  
p r o p o s e d  t o  m o d u l a t e  f a t t y  a c i d  m e t a b o l i s m .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  p a r t i a l  e s t e r i f i c a t i o n  o f  g l u c o s e  
o r  m e t h y l g l u c o s e  u n i t s  w i t h  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s ,  o c t a n o a t e  w a s  i n v a r i a b l y  d e t e c t e d  o n  t h e  
M G L P  r e d u c i n g  e n d .  W e  h a v e  i d e n t i f i e d  a  n o v e l  s u g a r  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e  ( O c t T )  t h a t  e f f i c i e n t l y  
t r a n s f e r s  o c t a n o a t e  t o  g l u c o s y l g l y c e r a t e  ( G G )  a n d  d i g l u c o s y l g l y c e r a t e  ( D G G ) ,  t h e  e a r l i e s t  
i n t e r m e d i a t e s  i n  M G L P  b i o s y n t h e s i s .  E n z y m a t i c  s t u d i e s ,  s y n t h e t i c  c h e m i s t r y ,  N M R  s p e c t r o s c o p y  
a n d  m a s s  s p e c t r o m e t r y  a p p r o a c h e s  s u g g e s t  t h a t ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  p r e v a i l i n g  c o n s e n s u s ,  
o c t a n o a t e  i s  n o t  e s t e r i f i e d  t o  t h e  p r i m a r y  h y d r o x y l  g r o u p  o f  g l y c e r a t e  b u t  i n s t e a d  t o  t h e  C 6  O H  
o f  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  i n  D G G .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  r a i s e  i m p o r t a n t  n e w  q u e s t i o n s  a b o u t  t h e  
M G L P  r e d u c i n g  e n d  a r c h i t e c t u r e  a n d  a b o u t  s u b s e q u e n t  b i o s y n t h e t i c  s t e p s .  F u n c t i o n a l  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h i s  a t y p i c a l  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e ,  w h o s e  g e n e  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  b e  
e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h ,  a d d s  n e w  i n s i g h t s  i n t o  a  v i t a l  m y c o b a c t e r i a l  p a t h w a y ,  w h i c h  
m a y  i n s p i r e  n e w  d r u g  d i s c o v e r y  s t r a t e g i e s .  
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I n t r o d u c t i o n  
 
 
T h e  g e n u s  M y c o b a c t e r i u m  i n c l u d e s  s e v e r a l  s u c c e s s f u l  p a t h o g e n s  t w o  o f  w h i c h ,  M .  l e p r a e  a n d  
M .  t u b e r c u l o s i s ,  c a u s e  t h e  p a r t i c u l a r l y  c h a l l e n g i n g  a n d  h a r d - t o - e r a d i c a t e  d i s e a s e s  l e p r o s y  a n d  
t u b e r c u l o s i s  ( T B ) .  
M y c o b a c t e r i a l  p a t h o g e n e s i s  i s  i n t i m a t e l y  a s s o c i a t e d  t o  a  u n i q u e  l i p i d - r i c h  c e l l  w a l l  ( D a f f é  e t  a l . ,  
2 0 1 4 ) ,  t o  s e v e r a l  d i s t i n c t i v e  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  a n d  t o  r a r e  m a c r o m o l e c u l e s  t h a t  i n c l u d e  
       	 	  	   
  – ( 1  4 ) - l i n k e d  p o l y m e t h y l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  ( P M P S s )  o f  3 – O – m e t h y l m a n n o s e  
( M M P )  a n d  o f  6 – O – m e t h y l g l u c o s e  ( M G L P )  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ;  X i a  e t  a l . ,  2 0 1 2 ;  J a c k s o n  a n d  
B r e n n a n ,  2 0 0 9 ) .  P M P S s  w e r e  p r o v e n  t o  f o r m  s t a b l e  1 : 1  c o m p l e x e s  w i t h  l o n g - c h a i n  f a t t y  a c i d s  i n  
v i t r o  m o d u l a t i n g  a n d  s t i m u l a t i n g  t h e i r  s y n t h e s i s  t h r o u g h  i n t e r a c t i o n  w i t h  f a t t y  a c i d  s y n t h a s e  I  
( F A S - I )  a l t h o u g h  t h e i r  i n  v i v o  f u n c t i o n  r e m a i n s  t o  b e  d e m o n s t r a t e d  ( B l o c h  a n d  V a n c e ,  1 9 7 7 ;  
Y a b u s a k i  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 9 ) .  M G L P  i s  c o m p o s e d  o f  1 5 - 2 0   – ( 1  4 ) – l i n k e d  g l u c o s e  s o m e  o f  w h i c h  
m e t h y l a t e d  ( s e e  C h a p t e r  1 ,  F i g u r e  1 . 6 )  ( J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ) .  I n  t h e  m a t u r e  M G L P  
s t r u c t u r e ,  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  ( n a m e l y  a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e  o r  i s o b u t y r a t e )  a r e  o f t e n  
e s t e r i f i e d  t o  t h e  g l u c o s e  u n i t s  n e a r  t h e  n o n - r e d u c i n g  e n d  ( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  D e l l  a n d  
B a l l o u ,  1 9 8 3 ) .  T h e  p o l y s a c c h a r i d e ’ s  r e d u c i n g  e n d  i s  c o m p o s e d  o f  d i g l u c o s y l g l y c e r a t e  ( D G G )  a n d  
t h e  s e c o n d  g l u c o s e  o f  D G G  i s  l i n k e d  t o  t h e  M G L P  m a i n  c h a i n ,  w h i c h  c o n t a i n s  t w o  a d d i t i o n a l  
b r a n c h i n g  g l u c o s e s  t o  w h i c h  s u c c i n a t e  m a y  b e  e s t e r i f i e d  ( s e e  C h a p t e r  1 ,  F i g u r e  1 . 9 )  ( T u f f a l  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ;  M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  A n  o c t a n o a t e  m o i e t y  w a s  i n i t i a l l y  d e t e c t e d  a t  t h e  g l y c e r a t e  u n i t  a n d  
s u g g e s t e d  t o  a n c h o r  M G L P  i n t e r m e d i a t e s  t o  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  d u r i n g  t h e  e l o n g a t i o n  
s t e p s  ( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ) .  O c t a n o a t e  h a s  a l s o  b e e n  p r o p o s e d  t o  r a i s e  t h e  i n t e r a c t i o n  
e n e r g y  r e q u i r e d  f o r  c o m p l e x a t i o n  w i t h  l o n g e r  a c y l - C o A s ,  w h i c h  m i g h t  c o n f e r  f u r t h e r  
d i s c r i m i n a t o r y  a b i l i t y  t o  M G L P  ( H i n d s g a u l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 ) .  I n  a d d i t i o n ,  o c t a n o a t e  w a s  
s u g g e s t e d  t o  c o n t r i b u t e  t o  s t a b i l i z e  M G L P ’ s  h e l i c a l  c o n f o r m a t i o n  b y  f o r m i n g  a n  a x i s  a r o u n d  
w h i c h  M G L P  c o u l d  f o l d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  l o n g e r  a c y l - C o A s  ( H i n d s g a u l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 ) .  I n  
M .  p h l e i ,  M G L P  a c y l a t i o n  l e v e l s  w e r e  s h o w n  t o  r e g u l a t e  m e t h y l a t i o n ,  w h i c h  c o u l d  o n l y  b e  
o b s e r v e d  a f t e r  p a r t i a l  a c e t y l a t i o n  o f  g l u c o l i g o s a c c h a r i d e  a c c e p t o r s  ( G r e l l e r t  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 ) .  
T h i s  c o u l d  e x p l a i n  o c t a n o y l a t i o n  a s  t h e  b a s a l  a c y l a t i o n  r e q u i r e d  f o r  6 – O  m e t h y l a t i o n  t o  o c c u r .  
A l t h o u g h  M G L P  w a s  i d e n t i f i e d  i n  t h e  1 9 6 0 s  ( L e e  a n d  B a l l o u ,  1 9 6 4 )  a n d  i t s  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n ,  
s t r u c t u r e  a n d  i n t e r a c t i o n s  w i t h  f a t t y  a c i d s  h a v e  b e e n  t h o r o u g h l y  e x a m i n e d ,  i t s  b i o s y n t h e t i c  
p a t h w a y  r e m a i n e d  l a r g e l y  u n k n o w n  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  G l u c o s y l g l y c e r a t e  ( G G ) ,  t h e  p u t a t i v e  
p r i m e r  f o r  M G L P  s y n t h e s i s ,  i s  n o w  k n o w n  t o  a r i s e  f r o m  t h e  c o n s e c u t i v e  a c t i o n  o f  t h e  e n z y m e s  
g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  s y n t h a s e  ( G p g S )  a n d  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e  
( G p g P ) ,  e n c o d e d  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  b y  R v 1 2 0 8  a n d  R v 2 4 1 9 c ,  r e s p e c t i v e l y  ( s e e  C h a p t e r  1 ,  
F i g u r e  1 . 9 )  ( K a m i s a n g o  e t  a l . ,  1 9 8 7 ;  E m p a d i n h a s  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  K a u r  e t  a l . ,  2 0 0 9 ;  M e n d e s  e t  a l . ,  
2 0 1 1 ) .  A  G G  h y d r o l a s e  w a s  r e c e n t l y  i d e n t i f i e d  i n  r a p i d l y - g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  b u t  i t s  
i n v o l v e m e n t  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  M G L P  b i o s y n t h e s i s  h a s  n o t  b e e n  e x a m i n e d  ( A l a r i c o  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  
T h e  t h i r d  M G L P  b i o s y n t h e t i c  s t e p  w a s  p r e d i c t e d  t o  i n v o l v e  t h e  t r a n s f e r  o f  a n  a d d i t i o n a l  g l u c o s e  
t o  G G  t o  y i e l d  D G G  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  G i v e n  t h a t  b a c t e r i a l  g e n e s  i n v o l v e d  i n  o n e  p a t h w a y  
 
 
 5 5O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s
a r e  o f t e n  g r o u p e d  i n t o  o p e r o n s  ( M a  a n d  X u ,  2 0 1 3 ) ,  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  g e n e t i c  i m p l i c a t i o n  o f  
R v 3 0 3 2  (  – ( 1  4 ) - g l y c o s y l t r a n s f e r a s e )  a n d  R v 3 0 3 0  ( 6 – O – m e t h y l t r a n s f e r a s e )  i n  M G L P  e x t e n s i o n  
a n d  m e t h y l a t i o n ,  r e s p e c t i v e l y ,  l i n k e d  R v 3 0 3 1  ( a  p u t a t i v e  g l y c o s i d e  h y d r o l a s e  s i m i l a r    
  – ( 1  6 ) -
b r a n c h i n g  e n z y m e s )  t o  D G G  s y n t h e s i s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 )  
( F i g u r e  3 . 1 ) .  A f t e r  a s s i g n i n g  G p g P  a c t i v i t y  t o  R v 2 4 1 9 c  w e  d e e m e d  i m p o r t a n t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  
f u n c t i o n  o f  t h e  n e i g h b o r i n g  g e n e  c o n s i d e r e d  e s s e n t i a l  f o r  M   t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  g r o w t h  
( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ;  S a s s e t t i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 a )  a n d  a n n o t a t e d  a s  a  p r o t e i n  w i t h  
m o t i f s  o f  t h e  G D S L  h y d r o l a s e  f a m i l y  ( A k o h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  R v 2 4 1 8 c ,  w e  c l o n e d  t h e  
M .  s m e g m a t i s  o r t h o l o g u e  a n d  t h a t  f r o m  t h e  t h e r m o p h i l i c  M .  h a s s i a c u m ,  f o r  p r o t e i n  s t a b i l i t y  
c o n s t r a i n t s  o f t e n  c u r b i n g  f u n c t i o n a l  a n d  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  ( T i a g o  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .   
 
 
F i g u r e  3 . 1  -  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  g e n e  c l u s t e r s  p r o p o s e d  t o  p a r t i c i p a t e  i n  M G L P s  b i o s y n t h e s i s .  G e n e s  
o f  u n k n o w n  o r  h y p o t h e t i c a l  f u n c t i o n  a r e  s h a d e d  w h i t e  a n d  g r e y ,  r e s p e c t i v e l y .  G e n e s  c o n s i d e r e d  e s s e n t i a l  f o r  M .  
t u b e r c u l o s i s  g r o w t h  b y  s a t u r a t i o n  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b )  a r e  s h a d e d  r e d  o r  b l u e  i f  
n o n e s s e n t i a l .  * A l t h o u g h  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  g r o w t h  d e l e t i o n  o f  t h e s e  g e n e s  p r o d u c e d  v i a b l e  m u t a n t s  i n  M .  
t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  ( M u r p h y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  G e n e s  w h o s e  c o n f i r m a t i o n  o f  i n v o l v e m e n t  i n  M G L P  
p a t h w a y  i s  s t i l l  m i s s i n g  a r e  b o x e d .  G r e e n  s p h e r e s  r e p r e s e n t  c h a r a c t e r i z e d  p r o t e i n s :  P e p A ,  s e r i n e  p r o t e a s e ;  F a d D 6 ,  
l o n g - c h a i n - a c y l - C o A  s y n t h e t a s e ;  F o l P 2 ,  d i h y d r o p t e r o a t e  s y n t h a s e ;  T a g A ,  D N A - 3 - m e t h y l a d e n i n e  g l y c o s y l a s e ;  N a d D ,  
n i c o t i n a t e - n u c l e o t i d e  a d e n y l y l t r a n s f e r a s e ;  G H ,  g l u c o s i d e  h y d r o l a s e .  
 
H e r e i n ,  w e  s h o w  t h a t  R v 2 4 1 8 c  c a t a l y z e s  t h e  t r a n s f e r  o f  o c t a n o a t e  a n d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t ,  s o m e  
s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s ,  t o  D G G  a n d  G G  i n  v i t r o .  S u r p r i s i n g l y ,  w e  f o u n d  t h a t  o c t a n o a t e  i s  n o t  
t r a n s f e r r e d  t o  g l y c e r a t e  a s  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  b u t  i n s t e a d  t o  t h e  C 6  O H  o f  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  
i n  D G G .  T h i s  w a s  c o n f i r m e d  b y  c o m p a r i s o n  o f  t h e  e n z y m a t i c  p r o d u c t  w i t h  b o t h  c h e m i c a l l y  
s y n t h e s i z e d  v e r s i o n s  o f  o c t a n o y l a t e d  D G G .  T h e  i m p l i c a t i o n  o f  t h i s  n o v e l  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e  
( O c t T )  i n  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  t o  M G L P  f u r t h e r s  o u r  k n o w l e d g e  o n  t h e  m o l e c u l a r  
g l y c o b i o l o g y  o f  m y c o b a c t e r i a  a n d  o f f e r s  a d d i t i o n a l  t o o l s  f o r  d r u g  d i s c o v e r y .   
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M e t h o d s  
 
G e n o m i c  c o n t e x t ,  s e q u e n c e  a n a l y s i s  a n d  s t r u c t u r e  p r e d i c t i o n  
A f t e r  a s s i g n m e n t  o f  t h e  G p g P  f u n c t i o n  t o  R v 2 4 1 9 c  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 )  w e  s o u g h t  t o  i n v e s t i g a t e  
t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  n e i g h b o r i n g  g e n e  R v 2 4 1 8 c  ( F i g u r e  3 . 1 ) .  T h e  R v 2 4 1 8 c  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  
w a s  r e t r i e v e d  f r o m  t h e  T u b e r c u L i s t  d a t a b a s e  ( h t t p : / / t u b e r c u l i s t . e p f l . c h / i n d e x . h t m l )  ( L e w  e t  a l . ,  
2 0 1 1 )  a n d  u s e d  a s  t e m p l a t e  f o r  B L A S T  s e a r c h e s  i n  a v a i l a b l e  m y c o b a c t e r i a l  g e n o m e s .  P a r a m e t e r s  
s u c h  a s  p r e d i c t e d  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  i s o e l e c t r i c  p o i n t  w e r e  g e n e r a t e d  u s i n g  t h e  P r o t P a r a m  
t o o l  ( h t t p : / / w e b . e x p a s y . o r g / p r o t p a r a m ) .  T h e  p r o t e i n  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  e d i t o r  A l i n e  ( B o n d  
a n d  S c h u t t e l k o p f ,  2 0 0 9 )  w a s  u s e d  f o r  p r e p a r i n g  t h e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  i n  ( F i g u r e  3 . 2 ) .  A  
s t r u c t u r a l  m o d e l  p r e d i c t i o n  w a s  g e n e r a t e d  u s i n g  a  c o m b i n e d  a p p r o a c h  w i t h  S w i s s  m o d e l  ( B i a s i n i  
e t  a l . ,  2 0 1 4 )  a n d  t h e  P h y r e 2  p r e d i c t i o n  s e r v e r  ( K e l l e y  e t  a l . ,  2 0 1 5 )  .  
 
M o l e c u l a r  b i o l o g y  a n d  r e c o m b i n a n t  g e n e  e x p r e s s i o n  
F o r  r e c o m b i n a n t  e x p r e s s i o n  w e  s e l e c t e d  t h e  g e n e  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  
( R v 2 4 1 8 c )  a n d  t h e  o r t h o l o g u e s  f r o m  M .  s m e g m a t i s  m c
2
1 5 5  ( M S M E G _ 4 5 7 8  o r  M S M E I _ 4 4 6 6  o r  
L J 0 0 _ 2 2 6 5 5 )  a n d  M .  h a s s i a c u m  D S M 4 4 1 9 9  ( G e n P e p t  a c c e s s i o n  W P _ 0 2 6 2 1 3 3 4 5 . 1 ) .  E a c h  o f  t h e  
M .  t u b e r c u l o s i s  a n d  M .  h a s s i a c u m  s e q u e n c e s  w e r e  o p t i m i z e d  f o r  e x p r e s s i o n  i n  E .  c o l i ,  
s y n t h e s i z e d  ( G e n S c r i p t )  a n d  c l o n e d  b e t w e e n  t h e  N d e  I  a n d  H i n d  I I I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  o f  t h e  
e x p r e s s i o n  v e c t o r  p E T 3 0 a  ( N o v a g e n ) .  M S M E I _ 4 4 6 6  w a s  a m p l i f i e d  f r o m  c h r o m o s o m a l  D N A  
p u r i f i e d  f r o m  M .  s m e g m a t i s  ( S m a r t H e l i x  D N A i d  M y c o b a c t e r i a  k i t ,  S e k v e n a t o r ,  S l o v e n i a ) .  
A m p l i f i c a t i o n  p r i m e r s  w e r e  d e s i g n e d  f r o m  t h e  s e q u e n c e  r e t r i e v e d  f r o m  t h e  S m e g m a L i s t  
d a t a b a s e  ( h t t p : / / m y c o b r o w s e r . e p f l . c h / s m e g m a l i s t . h t m l ) .  N d e  I  a n d  H i n d  I I I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  
( u n d e r l i n e d )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  f o r w a r d  5 ' - T A C G A T C A T A T G T C C T C T G A G A C A T C C T C G )  a n d  t h e  
r e v e r s e  ( 5 ' - T A T A A G C T T G G T T G C G G A A T C C C G T T G )  p r i m e r s ,  r e s p e c t i v e l y .  S t o p  c o d o n s  w e r e  
r e m o v e d  f r o m  r e v e r s e  p r i m e r s  t o  a l l o w  t r a n s l a t i o n  o f  C - t e r m i n a l  6 × H i s - t a g s .  A m p l i f i c a t i o n  w a s  
c a r r i e d  o u t  i n  5 0   L  m i x t u r e s  w i t h  K O D  h o t  s t a r t  D N A  p o l y m e r a s e  ( N o v a g e n )  u s i n g  1 5 0  n g  o f  
t e m p l a t e  D N A  a n d  6 8 ° C  a s  a n n e a l i n g  t e m p e r a t u r e .  P C R  p r o d u c t s  w e r e  p u r i f i e d  f r o m  a g a r o s e  
g e l s  ( J e t q u i c k ,  G e n o m e d )  d i g e s t e d  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s ,  l i g a t e d  t o  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  s i t e s  o f  p E T 3 0 a  ( L i f e  T e c h n o l o g i e s )  a n d  t r a n s f o r m e d  i n t o  E .  c o l i      
     

s t a n d a r d  p r o c e d u r e s  ( S a m b r o o k  a n d  R u s s e l l ,  2 0 0 1 ) .  R e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  w e r e  p u r i f i e d  a n d  
s e q u e n c e d  t o  c o n f i r m  t h e  i d e n t i t y  o f  i n s e r t s  ( M a c r o g e n  E u r o p e ) .  A l l  c o n s t r u c t s  w e r e  
t r a n s f o r m e d  i n t o  E .  c o l i  B L 2 1  a n d  g r o w t h  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  3 7 ° C  i n  L B  m e d i u m  c o n t a i n i n g  
k a n a m y c i n  ( 3 0  μ g / m L )  t o  e a r l y  e x p o n e n t i a l  p h a s e  o f  g r o w t h  ( O D
6 1 0
= 0 . 6 )  i n  a n  o r b i t a l  s h a k e r  a t  
1 5 0  r p m .  G r o w t h  t e m p e r a t u r e  w a s  p r o g r e s s i v e l y  d e c r e a s e d  t o  2 0 ° C  u n t i l  m i d - e x p o n e n t i a l  p h a s e  
o f  g r o w t h  ( O D
6 1 0
= 0 . 9 )  a n d  I P T G  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5  m M  t o  i n d u c e  g e n e  
e x p r e s s i o n .  C e l l s  c a r r y i n g  t h e  r e c o m b i n a n t  O c t T  w e r e  h a r v e s t e d  1 8  h  l a t e r  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
( 9 0 0 0  ×  g ,  1 0  m i n ,  4 ° C ) ,  s u s p e n d e d  i n  2 0  m M  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  8 . 0  w i t h  0 . 3  M  N a C l ,  
=  
  ` 
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  - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  0 . 1 %  T w e e n  2 0  ( b u f f e r  A )  c o n t a i n i n g  1 0  
 
 
 5 7  O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
μ g / m L  D N A s e  I ,  a n d  d i s r u p t e d  b y  s o n i c a t i o n  o n  i c e  w i t h  t h r e e  4 0  H z  p u l s e s  o f  4 5  s  ( 3 0  s  p a u s e  
b e t w e e n  p u l s e s )  p e r  7  m L  o f  l y s a t e ,  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  t o  r e m o v e  d e b r i s  ( 1 5 0 0 0  ×  g ,  4 ° C ,  
3 0  m i n ) .  P r o t e i n  p r o d u c t i o n  w a s  a n a l y z e d  i n  1 2 %  S D S - P A G E  g e l s  f o l l o w e d  b y  W e s t e r n  
i m m u n o b l o t  c o n f i r m a t i o n .  D e t e c t i o n  o f  H i s - t a g g e d  p r o t e i n s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  a  1 : 1 0 0 0  
d i l u t i o n  ( i n  3 %  B S A  i n  T B S )  o f  a  m o u s e  a n t i - H i s
6
 a n t i b o d y  ( S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y )  a n d  a  1 : 2 0 0 0  
d i l u t i o n  ( i n  3 %  ( w t / v o l )  B S A  i n  T B S )  o f  t h e  s e c o n d a r y  g o a t  a n t i - m o u s e  I g G  +  I g M  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e - c o n j u g a t e d  a n t i b o d y  ( B i o - R a d ) .  T h e  s i g n a l  w a s  r e v e a l e d  w i t h  P i e r c e  N B T / B C I P  1 -
S t e p  S o l u t i o n  ( T h e r m o  S c i e n t i f i c )  a n d  v i s u a l i z e d  o n  a  G e l d o c  e q u i p m e n t  ( B i o - R a d ) .  
 
P r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  
 
H i s - t a g g e d  r e c o m b i n a n t  O c t T s  w e r e  p u r i f i e d  w i t h  a  N i - S e p h a r o s e  h i g h - p e r f o r m a n c e  c o l u m n  
( H i s - P r e p  F F  1 6 / 1 0 ,  G E  H e a l t h c a r e )  e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A .  E l u t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  
s a m e  b u f f e r  c o n t a i n i n g  2 0 0  m M  i m i d a z o l e  a n d  t h e  p u r i t y  o f  t h e  f r a c t i o n s  w a s  e v a l u a t e d  b y  S D S -
P A G E .  T h e  p u r e s t  a c t i v e  f r a c t i o n s  p o o l e d  a f t e r  v i s u a l i z a t i o n  o f  p r o d u c t  f o r m a t i o n  b y  t h i n - l a y e r  
c h r o m a t o g r a p h y  ( s e e  b e l o w )  w e r e  d i l u t e d  f i v e - f o l d  w i t h  2 0  m M  B i s - t r i s  p r o p a n e  b u f f e r  ( B T P )  p H  
8 . 0 ,  2 0 0  m M  N a C l ,  7 . 5  m M   - m e r c a p t o e t h a n o l ,  0 . 1 %  T w e e n  2 0 ,  c o n c e n t r a t e d  b y  u l t r a f i l t r a t i o n  
i n  1 0  k D a  m o l e c u l a r  w e i g h t  c u t o f f  c e n t r i f u g a l  d e v i c e s  ( A m i c o n )  a n d  l o a d e d  o n t o  a  H i P r e p  1 6 / 6 0  
S e p h a c r y l  S - 2 0 0  H R  c o l u m n  ( G E  H e a l t h c a r e )  e q u i l i b r a t e d  w i t h  t h e  s a m e  b u f f e r  a n d  e l u t e d  
i s o c r a t i c a l l y .  T h e  p u r i t y  o f  t h e  f r a c t i o n s  w a s  a s s e s s e d  b y  S D S - P A G E  a n d  t h e  p u r e s t  f r a c t i o n s  w e r e  
p o o l e d ,  c o n c e n t r a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  a n d  e q u i l i b r a t e d  i n  2 0  m M  B T P  p H  8 . 0 ,  5 0  m M  N a C l .  
P r o t e i n  c o n t e n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  B r a d f o r d  a s s a y  ( B i o - R a d ) .  T h e  m o l e c u l a r  m a s s  o f  t h e  
r e c o m b i n a n t  O c t T s  w a s  e s t i m a t e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  u s i n g  a  H i P r e p  1 6 / 6 0  S e p h a c r y l  S - 2 0 0  H R  
c o l u m n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  2 0  m M  B T P  p H  8 . 0 ,  2 0 0  m M  N a C l ,  7 . 5  m M   - m e r c a p t o e t h a n o l ,  0 . 1 %  
T w e e n  2 0  a n d  u s i n g  r i b o n u c l e a s e  A  ( 1 3 . 7  k D a ) ,  c a r b o n i c  a n h y d r a s e  ( 2 9  k D a ) ,  o v a l b u m i n  ( 4 3  k D a )  
a n d  c o n a l b u m i n  ( 7 5  k D a )  a s  m o l e c u l a r  m a s s  s t a n d a r d s .  B l u e  d e x t r a n  2 0 0 0  ( G E  H e a l t h c a r e )  w a s  
u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  v o i d  v o l u m e .  
  
C h e m i c a l  s y n t h e s i s  o f  G G ;  D G G ;  ( 2 R ) - 2 - O - [ 6 - O - o c t a n o y l -   - D - g l u c o p y r a n o s y l - ( 1  6 ) -
 - D - g l u c o p y r a n o s y l ] - 2 , 3 - d i h y d r o x y p r o p a n o i c  a c i d  1  a n d  o f  ( 2 R ) - 2 - O -   - D -
g l u c o p y r a n o s y l - ( 1  6 ) -  -  D - g l u c o p y r a n o s y l ) - 3 - O - o c t a n o y l - 2 , 3 - d i h y d r o x y p r o p a n o i c  
a c i d  2  
 
T h e  s u b s t r a t e s  g l u c o s y l g l y c e r a t e  ( G G )  d i g l u c o s y l g l y c e r a t e  ( D G G )  w e r e  c h e m i c a l l y  s y n t h e s i z e d  a s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( L o u r e n ç o  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  
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C  N M R  s p e c t r a  w e r e  o b t a i n e d  a t  1 0 0 . 6 1  M H z  i n  t h e  s a m e  d e u t e r a t e d  
s o l v e n t s .  A s s i g n m e n t s  a r e  s u p p o r t e d  b y  2 D  c o r r e l a t i o n  N M R  s t u d i e s .  M e d i u m  p r e s s u r e  
p r e p a r a t i v e  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y :  S i l i c a  G e l  M e r c k  6 0  H .  A n a l y t i c a l  T L C :  A l u m i n u m - b a c k e d  
S i l i c a  G e l  M e r c k  6 0  F 2 5 4 .  R e a g e n t s  a n d  s o l v e n t s  w e r e  p u r i f i e d  a n d  d r i e d  a c c o r d i n g  t o  A r m a r e g o  
a n d  C h a i  ( A r m a r e g o  a n d  C h a i ,  2 0 0 3 ) .  A l l  r e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u n d e r  a n  i n e r t  a t m o s p h e r e  
( a r g o n )  e x c e p t  w h e n  t h e  s o l v e n t s  w e r e  n o t  d r i e d .  T h e  m e t h o d s  f o r  s y n t h e s i s  a n d  c o o r d i n a t e s  o f  
 
 
 5 8  C h a p t e r  3   
a l l  c h e m i c a l l y  s y n t h e s i z e d  c o m p o u n d s  w h i c h  w e r e  t h e  s u b j e c t  o f  a  p r o v i s i o n a l  p a t e n t  a p p l i c a t i o n  
a r e  i n d i c a t e d  i n :  
M a r a n h a ,  A . ,  M o y n i h a n ,  P . J . ,  M i r a n d a ,  V . ,  L o u r e n ç o ,  E . C . ,  N u n e s - C o s t a ,  D . ,  F r a g a ,  J . S . ,  J o s é  
B a r b o s a  P e r e i r a ,  P . ,  M a c e d o - R i b e i r o ,  S . ,  V e n t u r a ,  M . R . ,  C l a r k e ,  A . J . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 5 ) .  O c t a n o y l a t i o n  
o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s .  S c i e n t i f i c  R e p o r t s  5 :  
p .  1 3 6 1 0 .  
 
 
A n a l y s i s  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  b y  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  
E n z y m e  a c t i v i t y  w a s  m o n i t o r e d  b y  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  ( T L C )  o n  S i l i c a  6 0  g e l  p l a t e s  
( M e r c k )  w i t h  a  s o l v e n t  s y s t e m  c o m p o s e d  o f  a c e t i c  a c i d / e t h y l  a c e t a t e / w a t e r / a m m o n i a  2 5 %  
( 6 : 6 : 2 : 1 ,  v o l / v o l ) .  S u g a r s ,  s u g a r  d e r i v a t i v e s  a n d  e s t e r i f i e d  s u g a r s  w e r e  v i s u a l i z e d  b y  s p r a y i n g  w i t h  
 - n a p h t o l - s u l f u r i c  a c i d  s o l u t i o n  f o l l o w e d  b y  c h a r r i n g  a t  1 2 0 ° C  ( J a c i n  a n d  M i s h k i n ,  1 9 6 5 ) .  
S t a n d a r d s  o f  e a c h  c o m p o u n d  a n d  o f  s y n t h e t i c  o c t a n o y l a t e d  D G G  ( O c t - D G G )  w e r e  u s e d  f o r  
c o m p a r a t i v e  p u r p o s e s .  
 
E n z y m e  a s s a y s  
T h e  r e c o m b i n a n t  M .  h a s s i a c u m  O c t T  w a s  s e l e c t e d  f o r  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  d u e  t o  i t s  
g r e a t e r  s t a b i l i t y  w h i l e  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  f r o m  M .  s m e g m a t i s  w a s  u s e d  t o  c a l c u l a t e  
r e l e v a n t  k i n e t i c  c o n s t a n t s .  A c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  w i t h  b o t h  d i s c o n t i n u o u s  a n d  c o n t i n u o u s  
m e t h o d s  a s  d e s c r i b e d  b e l o w .  
F o r  r o u t i n e  d e t e c t i o n  o f  a c t i v i t y  ( c o n t i n u o u s  a s s a y s )  i n  9 6 - w e l l  m i c r o t i t e r  p l a t e s ,  t h e  s y n t h e t i c  
s u b s t r a t e  o c t a n o y l - p - n i t r o p h e n o l  ( O c t - p N P ;  1  m M )  w a s  a d d e d  t o  r e a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  
5 0  m M  B T P  p H  8 . 0  a n d  1 2  m M  D G G  a c c e p t o r .  R e a c t i o n s  ( 1 0 0  μ L )  w e r e  i n i t i a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  e n z y m e  ( > 
   )  a n d  p r o d u c t  f o r m a t i o n  w a s  f o l l o w e d  b y  m o n i t o r i n g  t h e  i n c r e a s e  o f  a b s o r b a n c e  
a t  3 4 8  n m ,  i n d i c a t i v e  o f  r e l e a s e  o f  p - n i t r o p h e n o l a t e .  F o r  q u a n t i f i c a t i o n  o f  r e a c t i o n  r a t e s  w i t h  
C o A - a c t i v a t e d  s u b s t r a t e s ,  2 . 5  m M  o f  D T N B  ( 5 , 5 ' - d i t h i o b i s - 2 - n i t r o b e n z o i c  a c i d ,  E l l m a n ' s  R e a g e n t )  
w a s  a d d e d  t o  r e a c t i o n  m i x t u r e s  p r i o r  t o  e n z y m e  a d d i t i o n ,  a n d  t h e  r e l e a s e  o f  C o A S H  w a s  
m o n i t o r e d  a t  4 1 2  n m  a n d  0 . 5  m M  O c t - C o A  w a s  u t i l i z e d .  C o n t r o l  r e a c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  
a c c o u n t  f o r  p o s s i b l e  s u b s t r a t e  d e g r a d a t i o n  a n d  t o  e n s u r e  t h a t  e t h a n o l - s o l u b i l i z e d  D T N B  d i d  n o t  
i n f l u e n c e  e n z y m e  a c t i v i t y  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .  
M y c o b a c t e r i u m  h a s s i a c u m  O c t T  t e m p e r a t u r e  a n d  p H  p r o f i l e s  w e r e  d e t e r m i n e d  w i t h  a  
d i s c o n t i n u o u s  a s s a y  i n  r e a c t i o n s  i n i t i a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  4  μ g  O c t T  t o  m i x t u r e s  ( 1 0 0  μ L )  
c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  b u f f e r ,  1  m M  O c t - p N P  a n d  1 2  m M  D G G .  C o o l i n g  o n  a n  e t h a n o l - i c e  
b a t h  s t o p p e d  r e a c t i o n s  a n d  t h e  e n z y m e  w a s  i n a c t i v a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  2  μ L  o f  5  N  H C l .  T h e  
m i x t u r e  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  2  μ L  o f  5  N  N a O H  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  1 0 0   L  o f  1 0 0  m M  
B T P  p H  8 . 0  t o  s t a b i l i z e  t h e  p H .  T h e  a m o u n t  o f  p - n i t r o p h e n o l a t e  r e l e a s e d  w a s  e s t i m a t e d  b y  
m e a s u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  a t  3 4 8  n m .  T o  p r o b e  f o r  a  p o s s i b l e  e s t e r a s e  
a c t i v i t y ,  O c t T  { > 
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 5 9  O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
s y n t h e t i c  O c t - D G G  { <   
  ` " 
 5 0 0   M  o r  1  m M )  w i t h  a p p r o p r i a t e  c o n t r o l s  t o  a c c o u n t  f o r  p o s s i b l e  
d e g r a d a t i o n .  
 
E n z y m e  c h a r a c t e r i z a t i o n  
S u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  w a s  a s s e s s e d  u s i n g  g l u c o s e ,  m a n n o s e ,  g a l a c t o s e ,  s u c r o s e ,  l a m i n a r i b i o s e  
( D e x t r a ) ,  t r e h a l o s e ,  i s o m a l t o s e  m a l t o s e ,  m a l t o t r i o s e ,  m a l t o t e t r a o s e ,  m a l t o p e n t a o s e ,  
m a l t o h e x a o s e ,  m a l t o h e p t a o s e  ( a l l  m a l t o o l i g o s a c c h a r i d e s  f r o m  C a r b o s y n t h ) ,  g l u c o s a m i n e ,  
k a n a m y c i n  a n d  D , L - g l y c e r i c  a c i d  ( s u g a r s  w e r e  a l l  t e s t e d  b o t h  i n d e p e n d e n t l y  a n d  i n  c o m b i n a t i o n  
w i t h  D , L - g l y c e r i c  a c i d ) .  G G  {  - D - g l u c o s y l - ( 1  2 ) - D -  	         " 
  #  
 {  - D - g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o - D -
g l y c e r a t e ) ,     
 {  - D - g l u c o s y l - ( 1  6 ) -  - D - g l u c o s y l - ( 1  2 ) - D - g l y c e r a t e )  ( L o u r e n ç o  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) ,  
`  
 {  - D - m a n n o s y l - ( 1  2 ) - D - g l y c e r a t e ) ,  ` #  
 {  - D - m a n n o s y l - 3 - p h o s p h o - D - g l y c e r a t e )
( E m p a d i n h a s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) " 
 `   
 {  - D - m a n n o s y l - ( 1  2 ) -  - D - g l u c o s y l - ( 1  2 ) - D - g l y c e r a t e )  w e r e  
a l s o  t e s t e d  a s  p o s s i b l e  a c c e p t o r s  ( L o u r e n ç o  a n d  V e n t u r a ,  2 0 1 1 ) .  T h e  C o A  d e r i v a t i v e s  p a l m i t o y l -
C o A  ( C 1 6 ) ,  t e t r a d e c a n o y l - C o A  ( C 1 4 ) ,  d o d e c a n o y l - C o A  ( C 1 2 ) ,  d e c a n o y l - C o A  ( C 1 0 ) ,  o c t a n o y l - C o A  
( C 8 ,  O c t - C o A ) ,  h e x a n o y l - C o A  ( C 6 ,  H e x - C o A ) ,  s u c c i n y l - C o A ,  b u t y r y l - C o A  ( C 4 ) ,  p r o p i o n y l - C o A  ( C 3 )  
a n d  a c e t y l - C o A  ( C 2 )  ( l a s t  t h r e e  f r o m  L a r o d a n  F i n e  C h e m i c a l s )  w e r e  t e s t e d  a s  p o s s i b l e  a c y l  
d o n o r s .  O c t a n o i c  a c i d  ( i s o l a t e d  a n d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  A T P ) ,  o c t a n o y l - p N P ,  h e x a n o y l - p N P  ( T C I ) ,  
b u t y r y l - p N P  a n d  a c e t y l - p N P  w e r e  a l s o  t e s t e d  a s  p o s s i b l e  s u b s t r a t e s .  A l l  c h e m i c a l s  w e r e  f r o m  
S i g m a - A l d r i c h  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  P e n t a n o y l - C o A  ( C 5 )  a n d  h e p t a n o y l - C o A  ( C 7 )  w e r e  n o t  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e .  T h e  s u b s t r a t e  c o m b i n a t i o n s  t o  b e  t e s t e d  w e r e  s e l e c t e d  a c c o r d i n g  t o  
t h e i r  r e l e v a n c e  i n  t h e  c o n t e x t  o f  M G L P  s t r u c t u r e  a n d  a c y l a t i o n  p a t t e r n .  P r o d u c t  f o r m a t i o n  w a s  
e x a m i n e d  b y  T L C  ( a s  d e s c r i b e d  a b o v e )  a n d  c o n f i r m e d  b y  M S / M S  a n a l y s i s  a s  d e s c r i b e d  b e l o w .  
T h e  e f f e c t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  o n  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  e x a m i n e d  b y  i n c u b a t i n g  t h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e  w i t h  t h e  c h l o r i d e  s a l t s  o f  M g
2 +
,  M n
2 +
,  C o
2 +
,  Z n
2 +
 ( 5  t o  2 0  m M ) ,  w i t h o u t  c a t i o n s  o r  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  1 0  m M  E D T A ,  a t  3 7 ° C .  B e c a u s e  t h e  C o A  e s t e r s  s o l u t i o n s  u t i l i z e d  c o n t a i n e d  l i t h i u m  
s a l t  t h e  e f f e c t  o f  t h i s  c a t i o n  o n  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  a l s o  t e s t e d  w i t h i n  t h  
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( e q u i v a l e n t  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  C o A  e s t e r s  s o l u t i o n )  t o  a n  e x c e s s  o f  1 m M .  
T h e  t e m p e r a t u r e  p r o f i l e  w a s  d e t e r m i n e d  b e t w e e n  2 5  a n d  5 5 ° C  i n  5 0  m M  B T P  p H  8 . 0 .  T h e  e f f e c t  
o f  p H  w a s  d e t e r m i n e d  a t  3 7 ° C  i n  5 0  m M  b u f f e r  [ M E S  ( p H  5 . 5  t o  6 . 5 ) ,  B T P  ( p H  6 . 5  t o  9 . 5 )  o r  C A P S  
( p H  9 . 5  t o  1 0 . 0 ) ] .   
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T h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  f o r  t h e  r e c o m b i n a n t  O c t T s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  a m o u n t  
o f  C o A  r e l e a s e d  a t  4 1 2  n m  i n  9 6 - w e l l  m i c r o t i t e r  p l a t e s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  R e a c t i o n s  w e r e  
p e r f o r m e d  i n  5 0  m M  B T P  b u f f e r  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  s u b s t r a t e s  a t  3 7 ° C  a n d  i n i t i a t e d  b y  
t h e  a d d i t i o n  o f  M .  h a s s i a c u m   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 v a l u e s  f o r  D G G ,  
G G ,  O c t - C o A  o r  H e x - C o A  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  f i x e d  s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e i t h e r  d o n o r  
O c t - C o A  o r  H e x - C o A  ( 1 0 0   `  " 
 a n d  a c c e p t o r  D G G  o r  G G  ( 2 0  m M ) .  T h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  f r e e  
C o A ,  f r e e  o c t a n o a t e  a n d  o f  t h e  O c t - D G G  p r o d u c t  o n  t h e  r e a c t i o n  r a t e  w a s  t e s t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  
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o f  k n o w n  a m o u n t s  o f  t h e s e  p r o d u c t s  t o  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  D G G  ( 2 0  
m M )  a n d  O c t - C o A  ( 8 0   `  .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  t r i p l i c a t e  w i t h  a p p r o p r i a t e  
c o n t r o l s .  F o r  e a c h  m e t h o d ,  s t a n d a r d  c u r v e s  o f  p - n i t r o p h e n o l  a n d  f r e e  C o A  w e r e  g e n e r a t e d  t o  
n o r m a l i z e  t h e  e f f e c t  o f  s u g a r  a c c e p t o r  a n d  b u f f e r  o n  t h e  a b s o r b a n c e .  
M a s s  s p e c t r o m e t r y  
 
P r o d u c t s  o f  e n z y m a t i c  r e a c t i o n s  ( 1 0 0  μ L )  c o n t a i n i n g  5 0  m M  B T P  p H  8 . 0  a n d  0 . 5  m M  o r  1  m M  
e s t e r  d o n o r  ( C o A  o r  p N P ) ,  1 2  m M  s u g a r  a c c e p t o r  a n d  4  μ g  O c t T  w e r e  a n a l y z e d  b y  M S  o r  M S / M S .  
S a m p l e  p u r i f i c a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  A l l t e c h ®  E x t r a c t - C l e a n  C a r b o g r a p h  c o l u m n s  w a s h e d  
w i t h  5 0 %  ( v o l / v o l )  a n d  1 0 0 %  a c e t o n i t r i l e  a n d  e l u t e d  w i t h  3 : 1  i s o p r o p a n o l : a c e t o n i t r i l e ,  0 . 1 %  
( v o l / v o l )  t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d .  E l u t e d  r e a c t i o n  p r o d u c t s  w e r e  a n a l y z e d  b y  E S I - M S  o n  a n  A m a z o n  
S L  i o n  t r a p  m a s s  s p e c t r o m e t e r  ( B r u k e r  D a l t o n i c s ,  B i l l e r i c a ,  M A )  a t  t h e  M a s s  S p e c t r o m e t r y  F a c i l i t y  
o f  t h e  A d v a n c e d  A n a l y s i s  C e n t r e  ( U n i v e r s i t y  o f  G u e l p h ,  C a n a d a ) .  S a m p l e s  w e r e  a p p l i e d  b y  d i r e c t  
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   / m i n .  T h e  m a s s  s p e c t r o m e t e r  e l e c t r o s p r a y  c a p i l l a r y  v o l t a g e  w a s  
m a i n t a i n e d  a t  4 . 5  k V  a n d  t h e  d r y i n g  t e m p e r a t u r e  a t  3 0 0 ° C  w i t h  a  f l o w  r a t e  o f  8  L / m i n .  N i t r o g e n  
w a s  u s e d  a s  b o t h  n e b u l i z i n g  ( 4 0  p s i )  a n d  d r y i n g  g a s  w i t h  h e l i u m  ( 6 0  p s i )  a s  c o l l i s i o n  g a s .  T h e  
m a s s - t o - c h a r g e  r a t i o  w a s  s c a n n e d  a c r o s s  t h e  m / z  r a n g e  1 5 - 3 0 0 0  i n  e n h a n c e d  r e s o l u t i o n  
n e g a t i v e - i o n  m o d e .  T h e  r e s u l t i n g  m a s s  s p e c t r a  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  o p e n - s o u r c e  m M a s s  3 . 0  
s o f t w a r e  p a c k a g e  ( S t r o h a l m  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  
G l y c e r i c  a c i d - c o n t a i n i n g  s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  b y  m a t r i x - a s s i s t e d  l a s e r  d e s o r p t i o n  i o n i z a t i o n  
( M A L D I )  i n  a  t i m e - o f - f l i g h t  ( T O F )  a n a l y z e r  a t  t h e  P r o t e o m i c s  a n d  M a s s  S p e c t r o m e t r y  u n i t  o f  
I n s t i t u t e  o f  M o l e c u l a r  P a t h o l o g y  a n d  I m m u n o l o g y  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  P o r t o  ( I P A T I M U P ) .  
P u r i f i c a t i o n  o f  O c t - D G G  a n d  a n a l y s i s  b y  n u c l e a r  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  ( N M R )  
F o r  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  n a t u r a l  O c t - D G G  p r o d u c e d  b y  t h e  M .  t u b e r c u l o s i s ,  M .  h a s s i a c u m  a n d  
M .  s m e g m a t i s  r e c o m b i n a n t  O c t T  e n z y m e s  t h e  p r o d u c t  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  
c o m p o n e n t s  b y  T L C .  O c t - D G G  w a s  p r o d u c e d  i n  2 0  m L  r e a c t i o n s  w i t h  5 0  m M  B T P  p H  8 . 0 ,  7  m M  
D G G ,  1 . 5  m M  O c t - p N P  o r  1 . 5  m M  O c t - C o A  a n d  8 0 0  μ g  o f  e n z y m e ,  f o r  3  h o u r s  a t  3 7 ° C .  T h e  
r e a c t i o n s  w e r e  s p o t t e d  o n  T L C  p l a t e s  a n d  d e v e l o p e d  w i t h  a  s o l v e n t  s y s t e m  c o m p o s e d  o f  2 -
p r o p a n o l / e t h y l  a c e t a t e / w a t e r / a m m o n i a  2 5 %  ( 5 : 1 : 3 : 1  v o l / v o l ) .  A f t e r  s t a i n i n g  t h e  m a r g i n a l  l a n e s  
o f  t h e  T L C  p l a t e  a n d  i d e n t i f y i n g  t h e  s p o t  c o r r e s p o n d i n g  t o  O c t - D G G ,  p r e p a r a t i v e  s c a l e  
p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  s c r a p i n g  t h e  c o r r e s p o n d i n g  r e g i o n  i n  t h e  i n n e r  
u n s t a i n e d  l a n e s  o f  t h e  T L C  p l a t e  f o l l o w e d  b y  e x t r a c t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  f r o m  t h e  s i l i c a  g e l  w i t h  
u l t r a p u r e  w a t e r .  T h e  s o l u b l e  p r o d u c t  w a s  t h e n  f u r t h e r  p u r i f i e d  o n  a  S e p h a d e x  G 1 0  c o l u m n  ( G E  
H e a l t h c a r e )  w i t h  a  w a t e r  f l o w  o f  1  m L / m i n ,  l y o p h i l i z e d  a n d  a n a l y z e d  b y  N M R .  T o  c o n f i r m  t h e  
s t r u c t u r e  o f  O c t - D G G ,  w i t h  s p e c i a l  f o c u s  o n  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  o c t a n o a t e  e s t e r i f i c a t i o n ,  t h e  
1
H  
N M R  a n d  
1 3
C  N M R  s p e c t r a  o f  s y n t h e t i c  c o m p o u n d s  1  a n d  2  a n d  o f  t h e  e n z y m a t i c a l l y  p r o d u c e d  
c o m p o u n d  w e r e  c o m p a r e d  a n d  r e c o r d e d  o n  a  N M R  s p e c t r o m e t e r  B r u k e r  A V A N C E  I I +  4 0 0  M H z  
u s i n g  D
2
O  a s  s o l v e n t .   
 
 
 6 1  O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
R e s u l t s   
I d e n t i f i c a t i o n ,  s e q u e n c e  a n a l y s i s ,  a n d  s t r u c t u r e  p r e d i c t i o n   
T h e  g e n e s  a d j a c e n t  t o  t h e  r e c e n t l y  i d e n t i f i e d  m y c o b a c t e r i a l  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  
p h o s p h a t a s e  ( G p g P ,  R v 2 4 1 9 c )  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 )  e n c o d e d  e n z y m e s  o f  u n k n o w n  f u n c t i o n  a s  
w e l l  a s  t h e  v e r s a t i l e  a c e t y l t r a n s f e r a s e  R v 2 4 1 6 c  ( C h e n  e t  a l . ,  2 0 1 1 )  ( F i g u r e  3 . 1 ) .  R v 2 4 1 7 c ,  o n e  o f  
t h e  g e n e s  w i t h  u n k n o w n  f u n c t i o n  i n  t h i s  r e g i o n  s h o w e d  2 4 %  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  i d e n t i t y  w i t h  
T M 8 4 1 ,  a  T h e r m o t o g a  m a r i t i m a  p r o t e i n  o f  u n k n o w n  f u n c t i o n  b e l o n g i n g  t o  t h e  D E G V  f a m i l y  
( S c h u l z e - G a h m e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  T h e  c r y s t a l  s t r u c t u r e  o f  T M 8 4 1  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  ( P D B  e n t r y :  
1 M G P )  a n d  a  f a t t y  a c i d  m o l e c u l e  w a s  i d e n t i f i e d  a t  a  n o n - c o n s e r v e d  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  t w o  
 /   d o m a i n s ,  s u g g e s t i n g  a  r o l e  a s  f a t t y  a c i d  c a r r i e r  p r o t e i n  o r  i n  f a t t y  a c i d  m e t a b o l i s m  ( S c h u l z e -
G a h m e n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  T h e  c o n t i g u o u s  R v 2 4 1 8 c  w a s  a n n o t a t e d  a s  a  p o s s i b l e  l y s o p h o s p h o l i p a s e  
b e l o n g i n g  t o  t h e  S G N H _ h y d r o l a s e  ( o r  G D S L _ h y d r o l a s e ,  P F 0 0 6 5 7 )  s u p e r f a m i l y ,  w h o s e  m e m b e r s  
c o n t a i n  a  c o n s e r v e d  G D S L  m o t i f  c h a r a c t e r i s t i c  o f  l i p a s e s ,  a c y l h y d r o l a s e s  a n d  e s t e r a s e s  ( A k o h  e t  
a l . ,  2 0 0 4 ) .  B L A S T  a n a l y s i s  w i t h  t h e  R v 2 4 1 8 c  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  ( O c t T )  r e v e a l e d  h y p o t h e t i c a l  
h o m o l o g u e s  i n  m o s t  s e q u e n c e d  m y c o b a c t e r i a l  g e n o m e s  ( 7 9 - 1 0 0 %  a m i n o  a c i d  i d e n t i t y ) .  S t r a i n s  
o f  t h e  s p e c i e s  M .  a b s c e s s u s  h a d  t h e  m o s t  d i v e r g e n t  s e q u e n c e s  a m o n g  t h e  m y c o b a c t e r i a l  
g e n o m e s  a n a l y z e d  ( 7 1 %  i d e n t i t y )  a n d ,  s o  f a r ,  o n l y  M .  l e p r a e  l a c k e d  a  d e t e c t a b l e  O c t T  
h o m o l o g u e .  M e m b e r s  o f  c l o s e l y  r e l a t e d  g e n e r a  o f  t h e  s u b o r d e r  C o r y n e b a c t e r i n e a e  s u c h  a s  
R h o d o c o c c u s ,  N o c a r d i a  a n d  o t h e r s ,  b u t  n o t  o f  t h e  g e n u s  C o r y n e b a c t e r i u m ,  a l s o  p o s s e s s  
h y p o t h e t i c a l  O c t T  o r t h o l o g u e s  w i t h  s i g n i f i c a n t  a m i n o  a c i d  i d e n t i t y  ( > 5 0 % ) .  A m o n g  t h e s e ,  o n l y  a  
f e w  s t r a i n s  o f  N o c a r d i a  a r e  k n o w n  t o  s y n t h e s i z e  M G L P  ( P o m m i e r  a n d  M i c h e l ,  1 9 8 6 ) .  O c t T  
o r t h o l o g u e s  h a v e  a l s o  b e e n  d e t e c t e d  i n  s t r a i n s  o f  S t r e p t o m y c e s  ( W P _ 0 0 9 0 8 1 0 5 2 ) .  H o w e v e r ,  
t h e s e  s t r a i n s ’  t a x o n o m i c a l  c l a s s i f i c a t i o n  h a s  n o t  b e e n  c l e a r l y  d e f i n e d .  T h e  c l o s e l y  r e l a t e d  
S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  p r o d u c e  a  f o r m  o f  a c e t y l a t e d  m e t h y l m a n n o s e  
p o l y s a c c h a r i d e  ( A M M P )  a l t h o u g h  l i m i t e d  d e t a i l s  a b o u t  i t s  s t r u c t u r e  a r e  a v a i l a b l e  ( H a r r i s  a n d  
G r a y ,  1 9 7 7 ) .  N o  o c t T  o r t h o l o g u e s  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  b a c t e r i a l  g e n o m e s  o u t s i d e  t h e  c l a s s  
A c t i n o b a c t e r i a .  
A n  a l i g n m e n t  ( F i g u r e  3 . 2 )  o f  s e l e c t e d  p u t a t i v e  a c t i n o b a c t e r i a l  O c t T s  s h o w s  t h a t ,  d e s p i t e  t h e  
a n n o t a t i o n  a s  G D S L / S G N H  e s t e r a s e  f a m i l y  m e m b e r ,  a n d  p o s s e s s i n g  t h e  f o u r  c h a r a c t e r i s t i c  a n d  
i n v a r i a n t  r e s i d u e s  ( S e r ,  G l y ,  A s n ,  a n d  H i s )  o f  t h e  S G N H  s u b f a m i l y  a s  w e l l  a s  t h e  p o s t u l a t e d  S e r -
H i s - A s p  c a t a l y t i c  t r i a d  r e q u i r e d  f o r  a c t i v i t y ,  t h e y  d o  n o t  p o s s e s s  t h e  h i g h l y  c o n s e r v e d  a n d  d i s t i n c t  
G D S L  r e g i o n  ( G l y ,  A s p ,  S e r ,  L e u )  ( A k o h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ,  w h i c h  i s  h e r e  l i m i t e d  t o  D S L .  I n t e r e s t i n g l y ,  
t h e  p e p t i d o g l y c a n  O - A c e t y l t r a n s f e r a s e  B  ( P a t B ) ,  i n i t i a l l y  a n n o t a t e d  a s  a  G D S L  h y d r o l a s e  ( w i t h  
t h e  t y p i c a l  c a t a l y t i c  t r i a d  o f  s e r i n e  e s t e r a s e s ) ,  w a s  p r o v e n  t o  b e  a  b o n a - f i d e  a c e t y l t r a n s f e r a s e  
w i t h  o n l y  w e a k  e s t e r a s e  a c t i v i t y  ( M o y n i h a n  a n d  C l a r k e ,  2 0 1 0 ) .  T h e  S G N H  f a m i l y  p r e s e n t s  o v e r a l l  
l o w  s e q u e n c e  s i m i l a r i t y ,  b u t  t h e  l i m i t e d  n u m b e r  o f  k n o w n  3 D  s t r u c t u r e s  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  
s t r u c t u r a l  h o m o l o g y  (       
 _  	    e t  a l . ,  2 0 1 0 )  s o  a n  a t t e m p t  a t  a  s t r u c t u r a l  p r e d i c t i o n  w a s  m a d e  
w i t h  t h e  R v 2 4 1 8 c  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  h o m o l o g u e  i n  M .  h a s s i a c u m .   
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F i g u r e  3 . 2  -  A m i n o  a c i d  s e q u e n c e  a l i g n m e n t  o f  p u t a t i v e  a c y l t r a n s f e r a s e s  o f  t h e  G D S L  f a m i l y .  S e l e c t e d  s e q u e n c e s  
i n c l u d e  t h e  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e s  ( O c t T )  f r o m  M .  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  ( R v 2 4 1 8 c ) ,  M .  s m e g m a t i s  m c
2
1 5 5  ( M S M E I _ 4 4 6 6 ) ,  
M .  h a s s i a c u m  ( a c c e s s i o n  n u m b e r  E K F 2 3 1 3 9 ) ,  M .  a b s c e s s u s  ( W P _ 0 0 5 0 7 4 5 5 7 )  a n d  h o m o l o g u e s  f r o m  t h e  c l o s e l y  
r e l a t e d  a c t i n o b a c t e r i a  R h o d o c o c c u s  j o s t i i  ( A B G 9 3 1 1 8 )  a n d  G o r d o n i a  o t i t i d i s  ( W P _ 0 0 7 2 3 8 9 9 2 )  a s  w e l l  a s  f r o m  P a t B ,  
t h e  p e p t i d o g l y c a n  O - A c e t y l t r a n s f e r a s e  B  f r o m  N e i s s e r i a  g o n o r r h o e a e  ( Y P _ 2 0 7 6 8 3 )  a n d  t w o  p r e d i c t e d  s t r u c t u r a l  
h o m o l o g u e s  f r o m  E s c h e r i c h i a  c o l i  a n d  E n t e r o c o c c u s  f a e c a l i s  ( P D B  e n t r i e s  1 I V N  a n d  1 Y Z F ) .  S t r i c t l y  c o n s e r v e d  r e s i d u e s  
a r e  b o x e d  i n  r e d ;  t h e  c o n s e r v e d  r e g i o n s  a r e  b o x e d  f r o m  d a r k  o r a n g e  ( h i g h l y  c o n s e r v e d )  t o  b l u e  ( p a r t i a l l y  c o n s e r v e d )  
a c c o r d i n g  t o  t h e  d e c r e a s i n g  n u m b e r  o f  c o n s e r v e d  a m i n o  a c i d s  i n  t h e  a l i g n e d  c o l u m n .  N u m b e r s  r e f e r  t o  t h e  M .  
t u b e r c u l o s i s  O c t T  s e q u e n c e .  T h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  e l e m e n t s  d e r i v e d  f r o m  t h e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  
p r e d i c t e d  s t r u c t u r a l  h o m o l o g u e s  a r  
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  - s h e e t s ) .  T h e  c o n s e n s u s  s e q u e n c e  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  w h o l e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t .  P o s s i b l e  
c a t a l y t i c  r e s i d u e s  a r e  i n d i c a t e d  b y  w h i t e  t r i a n g l e s  b e l o w  t h e  a l i g n m e n t .  F i g u r e  p r e p a r e d  w i t h  A l i n e 2  b y  S a n d r a  d e  
M a c e d o - R i b e i r o  a t  I n s t i t u t o  d e  B i o l o g i a  M o l e c u l a r  e  C e l u l a r  ( I B M C ,  P o r t o ) .  
  
 
 
 6 3O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s
 
T h e  h i g h e s t  s c o r i n g  s e q u e n c e  u s i n g  t h e  S W I S S  M O D E L  t e m p l a t e  s e a r c h  p r e s e n t e d  l o w  h o m o l o g y  
h e n c e  t h e  t a r g e t  p r o t e i n  w a s  s u b j e c t e d  t o  a n o t h e r  t h r e a d i n g  m e t h o d ,  u s i n g  a  d i f f e r e n t  
a l g o r i t h m ,  w i t h  P h y r e 2 ,  a n d  t w o  m o d e l s  w e r e  c o n s t r u c t e d .  T h e  t w o  t o p  s c o r i n g  s e q u e n c e s  
r e t r i e v e d  w i t h  t h e  t w o  d i f f e r e n t  m e t h o d s  w e r e  a l s o  u s e d  i n  t h e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t .   
T h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  3 D  m o d e l  a n d  t h e  a l i g n m e n t  a l l o w e d  u s  t o  e s t i m a t e  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  
p r e d i c t e d  c a t a l t i t y c  t r i a d .  T h e  s t r u c t u r a l  p r e d i c t i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  a l i g n m e n t  i n  p r e d i c t i n g  
t h e  f o l l o w i n g  c a t a l y t i c  r e s i d u e s  S e r 2 3 ,  H i s 2 2 4  a n d  A s p 2 2 1  (  
F i g u r e  3 . 3 ) .  H o w e v e r  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  S e r 9 5  a l s o  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  c a t a l y t i c  m e c h a n i s m  b e i n g  
p a r t  o f  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  r e g i o n  i n  m y c o b a c t e r i a  h o m o l o g u e s  ( F i g u r e  3 . 2 ) .  S i t e - d i r e c t e d  
m u t a g e n e s i s  o n  P a t B  c o n f i r m e d  t h e  i d e n t i t y  o f  t h e  c a t a l y t i c  r e s i d u e s  S e r 1 3 3 ,  H i s 3 0 5  a n d  A s p 3 0 2  
( M o y n i h a n  a n d  C l a r k e ,  2 0 1 4 )  t h e  H i s  a n d  A s p  r e s i d u e s  c o i n c i d e  o n  a l i g n m e n t  w i t h  t h e  o n e s  
p r e d i c t  f o r  M .  h a s s i a c u m .  
 
 
 
 
F i g u r e  3 . 3  -  M o d e l  o f  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  M .  h a s s i a c u m  h o m o l o g u e  o f  R v 2 4 1 8 c  a s  p r e d i c t e d  b y  P h y r e 2 .  
T h e  p r o t e i n  w a s  t h r e a d e d  o n t o  t h e  S G N H  h y d r o l a s e  l i p a s e / a c y l h y d r o l a s e  f r o m  E n t e r o c o c c u s  f a e c a l i s  ( P D B  e n t r y :  
1 Y Z F ) .  P o s s i b l e  c a t a l y t i c  r e s i d u e s  a r e  i n d i c a t e d  a n d  s h o w n  a s  s t i c k s  ( w i t h  o x y g e n  a t o m s  i n  r e d ,  n i t r o g e n  i n  m a g e n t a ) .  
R e p r e s e n t e d  i n  b l u e  a r e  p r e d i c t e d   - h e l i c e s ,  i n  r e d   - s t r a n d s ,  i n  g r e e n  3
1 0
- h e l i c e s  a n d  i n  c y a n  r a n d o m  c o i l s ,  g a p s  i n  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  w h i c h  w e r e  n o t  t h r e a d e d  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  p u r p l e .  F i g u r e  p r e p a r e d  w i t h  Y A S A R A  v i e w  ( K r i e g e r  
a n d  V r i e n d ,  2 0 1 4 ) .  
 
  
 
 
 6 4 C h a p t e r 3  
R e c o m b i n a n t  e x p r e s s i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  O c t T  
 
T h e  M .  t u b e r c u l o s i s ,  M .  s m e g m a t i s  a n d  M .  h a s s i a c u m  h o m o l o g u e s  w e r e  c l o n e d  a n d  e x p r e s s e d  
i n  E .  c o l i .  P u r i f i c a t i o n  o f  s o l u b l e  a n d  b i o a c t i v e  r e c o m b i n a n t  O c t T s  r e q u i r e d   - m e r c a p t h o e t h a n o l  
( 7 . 5  m M )  a n d  T w e e n  2 0  ( 0 . 1 %  v o l / v o l )  i n  a l l  t h e  b u f f e r s  t h r o u g h o u t  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e .  
R e c o m b i n a n t  O c t T  p r o d u c t i o n  w a s  c o n f i r m e d  b y  W e s t e r n  i m m u n o b l o t  a n a l y s i s  a n d  p e p t i d e  
m a s s  f i n g e r p r i n t i n g  ( I P A T I M U P  P r o t e o m i c s  U n i t ) ,  w h i c h  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t w o  f o r m s  o f  
H i s - t a g g e d  O c t T ,  o n e  w i t h  t h e  e x p e c t e d  m a s s  a n d  a n o t h e r  w i t h  m u c h  h i g h e r  m a s s  ( F i g u r e  3 . 4 ) .  
G e l  f i l t r a t i o n  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  r e c o m b i n a n t  H i s - t a g g e d  O c t T s  c o u l d  b e  s e p a r a t e d  i n t o  
t w o  p o p u l a t i o n s :  a  s u b p o p u l a t i o n  o f  m o l e c u l e s  w i t h  a  m o l e c u l a r  m a s s  o f  1 1 1 . 1 ± 6 . 9  k D a  ( M .  
t u b e r c u l o s i s ) ,  1 2 6 . 6 ± 6 . 9  k D a  ( M .  s m e g m a t i s )  o r  1 2 5 . 2 ± 6 . 9  k D a  ( M .  h a s s i a c u m ) ,  c o m p a t i b l e  w i t h  
a  t e t r a m e r i c  a r c h i t e c t u r e ,  a n d  a n o t h e r  f r a c t i o n  c o r r e s p o n d i n g  t o  a  h i g h e r  o r d e r  o l i g o m e r ,  l a t e r  
s h o w n  t o  b e  i n a c t i v e  ( s e e  b e l o w ) .  T h e  t h r e e  r e c o m b i n a n t  e n z y m e s  w e r e  p u r i f i e d  t o  a p p a r e n t  
h o m o g e n e i t y  a s  d e t e r m i n e d  b y  S D S - P A G E  a n a l y s i s  ( F i g u r e  3 . 4 )  w i t h  y i e l d s  o f  1 . 2  m g  
( M .  t u b e r c u l o s i s ) ,  1 0  m g  ( M .  s m e g m a t i s )  o r  3  m g  ( M .  h a s s i a c u m )  o f  O c t T  p e r  l i t e r  o f  c u l t u r e .  
 
 
F i g u r e  3 . 4  -  P u r i f i c a t i o n  o f  m y c o b a c t e r i a l  O c t T s .  ( A )  S D S - P A G E  a n a l y s i s  o f  p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s .  L a n e  1 :  
m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ;  l a n e s  2 - 4 :  p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  O c t T  f r o m  M .  t u b e r c u l o s i s ,  M .  s m e g m a t i s  a n d  
M .  h a s s i a c u m ,  r e s p e c t i v e l y .  ( B )  W e s t e r n  i m m u n o b l o t  a n a l y s i s  u s i n g  a n  a n t i - H i s
6
s p e c i f i c  a n t i b o d y .  
 
P r o p e r t i e s  o f  r e c o m b i n a n t  O c t T  
 
T h e  r e c o m b i n a n t  O c t T  f r o m  M .  h a s s i a c u m ,  t h e  m o s t  t h e r m o p h i l i c  s p e c i e s  a m o n g  k n o w n  
m y c o b a c t e r i a ,  w a s  s e l e c t e d  f o r  c h a r a c t e r i z a t i o n  g i v e n  i t s  e x p e c t a b l y  h i g h e r  s t a b i l i t y .  I n  
a c c o r d a n c e ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  t h e  O c t T  f r o m  M .  h a s s i a c u m  r e m a i n e d  s t a b l e  i n  s o l u t i o n  a n d  
a c t i v e  e v e n  a f t e r  3  w e e k s  o n  i c e  w h i l e  t h e  O c t T  f r o m  M .  s m e g m a t i s  p r o g r e s s i v e l y  l o s t  i t s  a c t i v i t y  
a f t e r  2  w e e k s  o n  i c e .  I n  c o n t r a s t ,  M .  t u b e r c u l o s i s  O c t T  w a s  h i g h l y  u n s t a b l e  r a p i d l y  l o s i n g  a c t i v i t y  
a n d  p r e c i p i t a t i n g  o n l y  a f t e r  3  d a y s .  
 
 
 6 5O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s
D e s p i t e  b e i n g  n a t i v e  t o  t h e  m o d e r a t e  t h e r m o p h i l e  M .  h a s s i a c u m  w i t h  a n  o p t i m a l  g r o w t h  
t e m p e r a t u r e  a r o u n d  5 0 ° C  i n  r i c h  m e d i u m  ( T i a g o  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) ,  t h e  o p t i m a l  t e m p e r a t u r e  f o r  O c t T  
a c t i v i t y  i n  v i t r o  r a n g e d  f r o m  3 7  t o  4 5 ° C  w i t h  m a x i m a l  a c t i v i t y  a t  4 5 ° C  a n d  s h a r p l y  d e c r e a s i n g  
a b o v e  t h i s  t e m p e r a t u r e  ( F i g u r e  3 . 5  A ) .  A t  3 7 ° C  t h e  e n z y m e  w a s  m a x i m a l l y  a c t i v e  b e t w e e n  p H  
7 . 0  a n d  8 . 5  ( F i g u r e  3 . 5  B )  a n d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a d d e d  c a t i o n s  a l t h o u g h  E D T A  s l i g h t l y  i n h i b i t e d  
t h e  a c t i v i t y  ( 2 7 %  d e c r e a s e ) ,  s i m i l a r  t o  t h e  e f f e c t  o b s e r v e d  f o r  m o s t  c a t i o n s  a t  5  m M  ( Z n
2 +
>  
M g
2 +
> C o
2 +
)  o r  L i
2 +
 a t  1  m M  ( F i g u r e  3 . 5  C ) .  
 
 
F i g u r e  3 . 5  -  M .  h a s s i a c u m  O c t T  p r o p e r t i e s .  ( A )  T e m p e r a t u r e  p r o f i l e .  ( B )  p H  d e p e n d e n c e  ( c i r c l e s ,  M E S  b u f f e r ;  s q u a r e s ,  
B T P  b u f f e r ;  t r i a n g l e s ,  C A P S  b u f f e r ) .  ( C )  E f f e c t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  o n  O c t T  a c t i v i t y .   
 
T h e  M y c o b a c t e r i u m  h a s s i a c u m  O c t T  w a s  v e r y  s e l e c t i v e  t o w a r d s  t h e  a c c e p t o r  s u g a r s  a n d  f r o m  
t h e  a r r a y  o f  c o m p o u n d s  t e s t e d  i t  c o u l d  o n l y  e f f i c i e n t l y  u s e  G G  a n d  D G G  ( T a b l e  3 - I  A ) ,  w i t h  a  
d e t e c t a b l e  p r e f e r e n c e  t o w a r d  D G G  ( T a b l e  3 - I I ) .  W e  c o u l d  o n l y  m e a s u r e  a  s i g n i f i c a n t  t r a n s f e r  o f  
e s t e r  g r o u p s  f r o m  C o A -  o r  p N P - a c t i v a t e d  o c t a n o a t e  a n d  h e x a n o a t e  w h i l e  v e s t i g i a l  t r a n s f e r  o f  
o t h e r  a c y l - C o A s  c o u l d  o n l y  b e  d e t e c t e d  b y  m a s s  s p e c t r o m e t r y  ( d e s c r i b e d  b e l o w )  ( T a b l e  3 - I  A ) .  
F o r  c o n v e n i e n c e ,  t h e  s y n t h e t i c  p N P  e s t e r s  w e r e  u s e d  t o  c h a r a c t e r i z e  M .  h a s s i a c u m  O c t T  
t e m p e r a t u r e  p r o f i l e ,  p H  d e p e n d e n c e  a n d  t h e  e f f e c t  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  w h i l e  t h e  k i n e t i c  
p a r a m e t e r s  w e r e  e x a m i n e d  w i t h  C o A - a c t i v a t e d  s u b s t r a t e s  h e x a n o y l - C o A  ( H e x - C o A )  a n d  
o c t a n o y l - C o A  ( O c t - C o A )  a s  d o n o r s .   
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T a b l e  3 - I  -  S u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  o f  M y c o b a c t e r i u m  h a s s i a c u m  O c t T  t o w a r d s  ( A )  a c y l  d o n o r  ( B )  a c c e p t o r  s u b s t r a t e  ( C )  
a c y l  d o n o r s  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  o l i g o s a c c h a r i d e s  m i m i c k i n g  s p e c i f i c  m o t i f s  f o u n d  i n  t h e  m a t u r e  M G L P  s t r u c t u r e .  
A    B     
D o n o r  S u b s t r a t e  S u b s t r a t e  D o n o r  S u b s t r a t e  D o n o r  
 G
G 
DG
G
 
 
O
ct
an
oy
l-C
oA
 
 
O
ct
an
oy
l-C
oA
 
A c e t y l - C o A  -  +  D G G  + + +  T r e h a l o s e
§
 +  
P r o p i o n y l - C o A  -  +  G G  + +  M a l t o s e
§
 +  
B u t y r y l - C o A  -  + +  M G G  +  I s o m a l t o s e
§
 +  
S u c c i n y l - C o A  -  N D  M G  N D  S u c r o s e
§
 N D  
H e x a n o y l - C o A  + +  + + +  G l y c e r i c  a c i d  N D  L a m i n a r i b i o s e
§
 N D  
O c t a n o y l - C o A  + +  + + +  G P G  N D  M a l t o t r i o s e
§
 N D  
D e c a n o y l - C o A  -  +  M P G  N D  M a l t o t e t r a o s e  N D  
D o d e c a n o y l - C o A  -  N D  G l u c o s e
§
 N D  M a l t o p e n t a o s e  N D  
T e t r a d e c a n o y l - C o A  -  N D  M a n n o s e
§
 N D  G l u c o s a m i n e  N D  
P a l m i t o y l - C o A  -  N D  G a l a c t o s e
§
 N D  K a n a m y c i n  N D  
O c t a n o y l - O H  *  -  N D    
           C  
S u b s t r a t e  D o n o r  
 
Ac
et
yl
-C
oA
 
Bu
ty
ry
l-C
oA
 
Su
cc
in
yl
-C
oA
 
He
xa
no
yl
-C
oA
 
O
ct
an
oy
l-C
oA
 
D G G  +  +  N D  + + +  + + +  
T r e h a l o s e  -  -  -  -  +  
M a l t o s e  N D  -  N D  -  +  
L a m i n a r i b i o s e  -  -  N D  -  N D  
M a l t o t e t r a o s e  N D  -  -  N D  N D  
M a l t o p e n t a o s e  N D  . N D  -  N D  N D  
M a l t o h e p t a o s e  -  N D  -  N D  N D  
 
N D ,  N o t  D e t e c t e d .  + ,  + +  a n d  + + +  i n d i c a t e  i n c r e a s i n g  a m o u n t s  o f  p r o d u c t  d e t e c t e d .  P r o d u c t  l e v e l s  +  w e r e  d e t e c t e d  b y  
M S  b u t  w e r e  n o t  q u a n t i f i a b l e  b y  e n z y m a t i c  a s s a y s ;  P r o d u c t  l e v e l s  + +  c o u l d  b e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  d e t e c t e d  ( - )  
N o t  t e s t e d .  W h e n  a v a i l a b l e ,  p N P  s u b s t r a t e s  w e r e  a l s o  u s e d .   
* O c t a n o y l - O H  w a s  a l s o  t e s t e d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  A T P  w i t h  s i m i l a r  r e s u l t s .  
§  
S u b s t r a t e s  w e r e  a l s o  t e s t e d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  g l y c e r i c  a c i d  w i t h  s i m i l a r  r e s u l t s .  
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H o w e v e r ,  b e c a u s e  t h e  k i n e t i c  c o n s t a n t s  f o r  t h e  M .  h a s s i a c u m  O c t T  d e t e r m i n e d  a t  3 7 ° C  w e r e  
v e r y  l o w  ( T a b l e  3 - I I )  i t  w a s  d e e m e d  e s s e n t i a l  t o  a s s e s s  i f  t h i s  w a s  a  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h i s  p a r t i c u l a r  
e n z y m e  o r  a  p r o p e r t y  s h a r e d  b y  o t h e r  O c t T s .  T h u s ,  r e l e v a n t  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  w e r e  a l s o  
c a l c u l a t e d  f o r  t h e  O c t T  f r o m  M .  s m e g m a t i s  ( o p t i m a l  g r o w t h  a t  3 7 ° C ) ,  w h i c h  r e v e a l e d  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t u r n o v e r  a n d  c a t a l y t i c  e f f i c i e n c i e s  ( T a b l e  3 - I I ) .  
 
T a b l e  3 - I I  -  A p p a r e n t  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  M .  h a s s i a c u m  a n d  M .  s m e g m a t i s  O c t T s .  
O c t T  S u b s t r a t e  
C o - s u b s t r a t e  
f i x e d  
c o n c e n t r a t i o n  
K
m
  
( m M )  
V
m a x
 
( n m o l . m i n
- 1
. m g
- 1
)  
k
c a t
  
( m i n
- 1
)  
k
c a t
/ K
m
 
( m M
- 1
.  m i n
- 1
)  
M h  
D G G  O c t - ^  _ 
 =   
  `  
9 . 5 ± 0 . 8  1 3 4 ± 5  0 . 1 ± 3  1 0
- 3
 0 . 0 1 ± 1 0
- 3
 
M s  2 0 . 0 ± 3 . 6  1 9 3 9 ± 1 6 6  2 . 3 ± 0 . 2  0 . 1 1 ± 0 . 0 5  
M h  
O c t - C o A  
D G G  2 0  m M  0 . 0 6 ± 0 . 0 1  1 6 2 ± 1 4  0 . 1 2 ± 0 . 0 1  1 . 9 ± 0 . 4  
M s  D G G  4 5  m M  0 . 0 3 ± 0 . 0 1  1 8 9 8 ± 4 2 7  2 . 2 ± 0 . 5  8 6 ± 2 9  
M h  
G G  O c t - ^  _ 
 =   
  `  
6 . 6 ± 0 . 7 8  3 2 ± 2  0 . 0 2 ± 1 0
- 3
 
3  1 0
- 3
± 4  1 0
- 4
 
M s  1 9 . 0 ± 8 . 6  2 0 ± 5  0 . 0 2 ± 6  1 0
- 4
 0 . 1 2 ± 2  1 0
- 5
 
M h  
O c t - C o A  
G G  2 0  m M  
0 . 0 1 ± 2  1 0
- 3
 
2 1 ± 1  
0 . 0 1 ± 7  1 0
- 4
 
1 . 1 ± 0 . 2  
M s  G G  4 5  m M  
0 . 0 2 ± 2  1 0
- 3
 
1 9 ± 3  
0 . 0 2 ± 3  1 0
- 3
 
1 . 5 ± 0 . 2  
M h  
H e x - C o A  D G G  2 0  m M  
0 . 0 2 ± 2  1 0
- 3
 
5 9 ± 2  0 . 0 4 ± 0 . 0 1  2 . 1 ± 0 . 6  
D G G  H e x - ^  _ 
 =   
  `  9 . 8 ± 2 . 3  4 1 ± 4  
0 . 0 3 ± 3  1 0
- 3
 3  1 0
- 3
± 7  1 0
- 4
 
H e x - C o A  G G  2 0  m M  0 . 0 1 ± 2  1 0
- 3
 1 9 ± 1  0 . 0 1 ± 6  1 0
- 4
 1 . 3 ± 0 . 2  
 
M h  a n d  M s  r e p r e s e n t  M .  h a s s i a c u m  O c t T  a n d  M .  s m e g m a t i s  O c t T ,  r e s p e c t i v e l y .  
 
 
B o t h  r e c o m b i n a n t  O c t T s  e x h i b i t e d  M i c h a e l i s - M e n t e n  k i n e t i c  b e h a v i o r  a t  3 7 ° C  w i t h  O c t - C o A  o r  
H e x - C o A  u p  t o   
              
   
 =   
  ` 
 { F i g u r e  3 . 6 ) .  H i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  e s t e r  
d o n o r s  i n  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  2 0  m M  o r  4 5  m M  G G  o r  D G G  w e r e  p r o g r e s s i v e l y  i n h i b i t o r y  o f  
e n z y m e  a c t i v i t y  ( F i g u r e  3 . 7 ) .  
P o s s i b l e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  f r e e  C o A ,  f r e e  o c t a n o a t e ,  L i
2 +
 o r  o f  O c t - D G G  p r o d u c t  o n  e n z y m e  
a c t i v i t y  w e r e  t e s t e d .  F r e e  C o A  a n d  f r e e  o c t a n o a t e  s h o w e d  n o  e f f e c t  o n  t h e  r e a c t i o n  r a t e  o r  
a m o u n t  o f  p r o d u c t  f o r m e d  w h i l e  t h e  a d d i t i o n  o f  D G G - O c t  o r  L i
2 +  
w a s  s l i g h t l y  i n h i b i t o r y .  H o w e v e r ,  
t h e  i n h i b i t i o n  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  u t i l i z e d  f o r  k i n e t i c  m e a s u r e m e n t s  w a s  
i n c o n s e q u e n t i a l  w h i c h  i s  i l l u s t r a t e d  w i t h  a  < <  
 	    
   
         
   
    
         
   
 >   
  ` 
    
a d d e d  p r o d u c t  a n d  2 1 %  l o s s  o  
         
   
    
         
   
  
  M  L i
2 +
 ( e q u i v a l e n t  t o  a d d i n g  2 8 0  
 M  O c t - C o A  t o  t h e  r e a c t i o n ,  F i g u r e  3 . 7  C - D ) .  T h e  O c t T s  s t u d i e d  d i d  n o t  e x h i b i t  d e t e c t a b l e  
e s t e r a s e  a c t i v i t y  t o w a r d s  O c t - D G G  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  t e s t e d  ( s e e  M e t h o d s ) .  
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F i g u r e  3 . 6  -  K i n e t i c  p r o p e r t i e s  o f  r e c o m b i n a n t  O c t T .  ( A )  P l o t  o f  M .  h a s s i a c u m  O c t T  a c t i v i t y  a s  a  f u n c t i o n  o f  a c c e p t o r  
D G G  c o n c e n t r a t i o n  ( O c t - C o A ,  f i l l e d  s q u a r e s  a n d  H e x - C o A ,  o p e n  s q u a r e s ) .  ( B )  P l o t  o f  M .  h a s s i a c u m  ( l e f t  p a n e l )  o r  M .  
s m e g m a t i s  O c t T  ( r i g h t  p a n e l )  a c t i v i t y  a s  a  f u n c t i o n  o f  d o n o r  O c t - C o A  c o n c e n t r a t i o n  ( D G G ,  f i l l e d  c i r c l e s  a n d  G G ,  o p e n  
c i r c l e s ) .  
 
F i g u r e  3 . 7  -  R e c o m b i n a n t  O c t T  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  i n h i b i t i o n  b y  a c y l  e s t e r  d o n o r  o r  p r o d u c t .  ( A )  I n h i b i t i o n  b y  
O c t - C o A  ( w h i t e  a n d  g r e y  b a r s )  i n  M .  h a s s i a c u m  a n d  M .  s m e g m a t i s ,  r e s p e c t i v e l y  a n d  H e x - C o A  i n  M .  h a s s i a c u m  ( b l a c k  
b a r s )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  D G G  ( 2 0  m M  o r  4 5  m M ) .  ( B )  I n h i b i t i o n  b y  O c t - p N P  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e a c h  o f  t h e  p r e f e r r e d  
g l y c o s i d e  a c c e p t o r s  G G  ( w h i t e  b a r s )  a n d  D G G  ( g r e y  b a r s )  ( b o t h  s u b s t r a t e s  a t  2 0  m M ) .  ( C )  I n h i b i t i o n  b y  p r o d u c t  D G G -
O c t .  ( D )  I n h i b i t i o n  b y  L i
2 +
.  
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E n z y m a t i c  a n d  c h e m i c a l  p r o d u c t  s y n t h e s i s   
 
T h e  e n z y m a t i c  s y n t h e s i s  o f  O c t - D G G  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  s u p r a  o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a c y l  
d o n o r  ( 1 . 5  m M )  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  s u b s t a n t i a l  a m o u n t s  o f  p r o d u c t  f o r  N M R  d a t a  a c q u i s i t i o n  a n d  
p r o d u c t  c h a r a c t e r i z a t i o n  ( F i g u r e  3 . 8 ) .  E f f o r t s  t o  p u r i f y  t h e  r e l a t e d  O c t T  p r o d u c t  o c t a n o y l - G G  
w e r e  u n s u c c e s s f u l  a s  o n l y  t r a c e  a m o u n t s  c o u l d  b e  o b t a i n e d  e n z y m a t i c a l l y .  W h e n  u s i n g  G G  a t  
h i g h e r  a c y l  d o n o r  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  e n z y m e  w a s  i n h i b i t e d  a n d  y i e l d e d  i n s i g n i f i c a n t  p r o d u c t  
l e v e l s  ( F i g u r e  3 . 7 ) .  
 
 
F i g u r e  3 . 8  –  T h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  a n a l y s i s  o f  O c t T  r e a c t i o n  p r o d u c t s .  L a n e s  1 - 3 :  R e a c t i o n  m i x t u r e s  w i t h  O c t T  
r e c o m b i n a n t  f r o m  M .  t u b e r c u l o s i s ,  M .  h a s s i a c u m  a n d  M .  s m e g m a t i s ,  r e s p e c t i v e l y  ( 5 0  m M  B T P  p H  8 . 0 ,  7  m M  D G G ,  
1 . 5  m M  O c t - a c t i v a t e d  d o n o r  i n c u b a t e d  f o r  3  h o u r s  a t  3 7 ° C ,  s e e  m e t h o d s ) .  L a n e  4 :  c o n t r o l  r e a c t i o n  m i x t u r e  w i t h o u t  
e n z y m e ;  l a n e  5 :  D G G  s t a n d a r d  l a n e  6 :  c h e m i c a l l y  s y n t h e s i z e d  O c t - D G G  s t a n d a r d .   
 
T h e  s y n t h e t i c  r o u t e  f o r  6 - O c t - D G G  1  ( ( 2 R ) - 2 - O - [ 6 - O - o c t a n o y l - (  - D - g l u c o p y r a n o s y l - ( 1  6 ) -  - D -
g l u c o p y r a n o s y l ] - 2 , 3 - d i h y d r o x y p r o p a n o i c  a c i d ) ,  i d e n t i c a l  t o  t h e  e n z y m a t i c a l l y  o b t a i n e d  p r o d u c t  
a n d  f o r  D G G - 3 - O c t  2  ( ( 2 R ) - 2 - O - (  - D - g l u c o p y r a n o s y l - ( 1  6 ) -  - D - g l u c o p y r a n o s y l ) - 3 - O - o c t a n o y l -
2 , 3 - d i h y d r o x y p r o p a n o i c  a c i d )  m i m i c k i n g  t h e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  M G L P  r e d u c i n g  e n d ,  i s  
d e s c r i b e d  a n d  i l l u s t r a t e d  i n  M a r a n h a  e t  a l .  ( 2 0 1 5 ) .  
F r o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p r o t o n  N M R  s p e c t r u m  o f  t h e  
e n z y m a t i c a l l y  o b t a i n e d  c o m p o u n d  i s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  c o m p o u n d  1  ( d u e  t o  i t s  p u r i f i c a t i o n  
p r o c e s s ,  t h e  N M R  s p e c t r u m  o f  t h e  e n z y m a t i c  O c t - D G G  h a s  s o m e  i m p u r i t i e s  t h a t  a p p e a r  a s  e x t r a  
p e a k s )  ( F i g u r e  3 . 9 ) .  W e  h a v e  a l s o  c o m p a r e d  t h e s e  N M R  s p e c t r a  t o  t h a t  o b t a i n e d  f o r  t h e  e n z y m e  
s u b s t r a t e  D G G  ( L o u r e n ç o  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  I n  D G G  a n d  c o m p o u n d  1 ,  t h e  e a s i l y  i d e n t i f i a b l e  H 7  
c h e m i c a l  s h i f t  i s  v e r y  s i m i l a r ,  w h e r e a s  i n  c o m p o u n d  2  t h i s  s i g n a l  a p p e a r s  d o w n f i e l d ,  i n d i c a t i n g  
t h a t  a n  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  g r o u p ,  s u c h  a s  t h e  o c t a n o a t e  e s t e r ,  i s  e s t e r i f y i n g  t h e  v i c i n a l  
h y d r o x y l  g r o u p .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  C H
2
 g r o u p  o f  t h e  g l y c e r a t e  ( t w o  H 8  s i g n a l s  –  A B  s y s t e m )  h a s  
s h i f t e d  c o n s i d e r a b l y  d o w n f i e l d ,  c o n f i r m i n g  t h i s  a s s u m p t i o n .  W i t h  c o m p o u n d  1 ,  a n d  b e c a u s e  t h e  
o c t a n o a t e  i s  e s t e r i f y i n g  t h e  f r e e  C - 6  h y d r o x y l  g r o u p ,  t h e s e  s i g n a l s  ( t w o  H 6  s i g n a l s  –  A B  s y s t e m )  
a r e  s i g n i f i c a n t l y  s h i f t e d  d o w n f i e l d .   
 
 
 7 0  C h a p t e r  3   
T h e  c h e m i c a l  s y n t h e s i s  o f  b o t h  c o m p o u n d s  1  a n d  2  w a s  a  f u n d a m e n t a l  r e s o u r c e  t o  u n e q u i v o c a l l y  
c o n f i r m  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  n a t u r a l  O c t - D G G .  
 
 
F i g u r e  3 . 9  -  
1
H - N M R  s p e c t r a  o f  n a t u r a l  O c t - D G G ,  c h e m i c a l  s y n t h e s i z e d  c o m p o u n d s  1  a n d  2  a n d  D G G .  P e a k  a s s i g n m e n t  
w a s  s u p p o r t e d  b y  2 D  c o r r e l a t i o n  N M R  e x p e r i m e n t s  ( C O S Y  a n d  H M Q C ) .  F i g u r e  p r e p a r e d  b y  M .  R i t a  V e n t u r a  a t  I n s t i t u t o  
d e  T e c n o l o g i a  Q u í m i c a  B i o l ó g i c a  ( I T Q B ,  O e i r a s ) .  
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M a s s  s p e c t r o m e t r y   
T o  o v e r c o m e  t h e  c o n s t r a i n t s  i n h e r e n t  t o  m o n i t o r i n g  p r o d u c t  f o r m a t i o n  u s i n g  a  c o l o r i m e t r i c  
r e p o r t e r  ( e i t h e r  p N P  o r  D T N B )  a n d  d u e  t o  t h e  l i m i t e d  s e n s i t i v i t y  o f  e n z y m a t i c  q u a n t i f i c a t i o n  w i t h  
s e v e r a l  o f  t h e  a c y l  a c t i v a t e d  d o n o r s ,  d i r e c t  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  w a s  s o u g h t  u s i n g  m a s s  
s p e c t r o m e t r y  ( F i g u r e  3 . 1 0 ) .  W e  f o u n d  t h a t  p r o d u c t  f o r m a t i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h o s e  r e a c t i o n s  
w h e r e  a  r a t e  o f  p N P  o r  C o A  r e l e a s e  w a s  q u a n t i f i a b l e  a n d  f o r  w h i c h  e n z y m e  k i n e t i c s  c o u l d  b e  
a n a l y z e d  ( T a b l e  3 - I I ) .   
 
 
F i g u r e  3 . 1 0  -  M a s s  s p e c t r a  o f  M .  h a s s i a c u m  O c t T  r e a c t i o n  p r o d u c t s  f o r  w h i c h  e n z y m e  k i n e t i c s  c o u l d  b e  f o l l o w e d .  D G G  
( b l u e  s p e c t r a )  a n d  G G  ( r e d  s p e c t r a )  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e i t h e r  O c t - C o A  ( O )  o r  H e x - C o A  ( H ) .  A l l  u n i q u e  p e a k s  
n o t  p r e s e n t  i n  c o n t r o l  r e a c t i o n s  a r e  i d e n t i f i e d .  S p e c t r a  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  o p e n - s o u r c e  m M a s s  s o f t w a r e  p a c k a g e  
( S t r o h a l m  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  a n d  a l l  i d e n t i f i e d  m a s s e s  a r e  t h e  [ M - H ]
- 1
 i o n s .  F i g u r e  p r e p a r e d  b y  P a t r i c k  J .  M o y n i h a n  a t  
U n i v e r s i t y  o f  G u e l p h ,  C a n a d a .  
 
C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  s i t e  o f  a c y l  m o d i f i c a t i o n  w a s  i n i t i a l l y  s o u g h t  u s i n g  t a n d e m  M S  o f  
e n z y m a t i c a l l y  d e r i v e d  p r o d u c t s .  U n f o r t u n a t e l y ,  r e l a t i v e l y  f e w  p e a k s  w e r e  o b s e r v e d  t h a t  a r e  
u n i q u e  t o  m o d i f i e d  p r o d u c t s  a n d  t h e r e f o r e  a  r e c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  w a s  n o t  p o s s i b l e .  
W i t h  t h i s  i n  m i n d  a n  N M R  a n a l y s i s  w a s  u s e d  t o  i n t e r r o g a t e  t h e  m a j o r  e n z y m a t i c a l l y  d e r i v e d  
p r o d u c t ,  w h i c h  i n d i c a t e d  i t  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  c o m p o u n d  1  ( O c t - D G G )  t h a t  h a s  t h e  a c y l  
m o d i f i c a t i o n  o n  t h e  C 6  O H  o f  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  ( F i g u r e  3 . 9 ) .  T h e  s i t e  o f  m o d i f i c a t i o n  o n  s e v e r a l  
o f  t h e  O c t T  r e a c t i o n  p r o d u c t s  w a s  f u r t h e r  v a l i d a t e d  b y  c o m p a r i n g  t h e  M S / M S  f r a g m e n t a t i o n  o f  
t h e  e n z y m a t i c a l l y - d e r i v e d  m a t e r i a l  w i t h  t h e  f r a g m e n t a t i o n  o f  t h e  s y n t h e t i c  m a t e r i a l  ( F i g u r e  
3 . 1 1 )  a n d  f o u n d  t o  b e  c o n s i s t e n t  w i t h  a c y l  m o d i f i c a t i o n  o n  t h e  C 6  O H .  
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F i g u r e  3 . 1 1  -  M S / M S  a n a l y s i s  o f  D G G  a n d  o f  i t s  m o d i f i e d  v a r i a n t s .  A  l i m i t e d  n u m b e r  o f  i o n s  w e r e  o b s e r v e d  w h i c h  a r e  
u n i q u e  t o  e a c h  m o d i f i e d  r e a c t i o n  p r o d u c t  a n d  a r e  s h i f t e d  b y  2 8  D a  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  r e d u c t i o n  i n  a c y l - d o n o r  
l e n g t h  ( h i g h l i g h t e d  g r e y ) .  U n m o d i f i e d  D G G ,  d a r k  b l u e ;  c o m p o u n d s  1  a n d  2 ,  l i g h t  b l u e ;  b u t y r y l - C o A  ( C 4 ) , h e x a n o y l - C o A  
( C 6 )  a n d  o c t a n o y l - C o A  ( C 8 )  r e a c t i o n  p r o d u c t s  ( r e d ) . S p e c t r a  w e r e  n o r m a l i z e d  a n d  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  o p e n - s o u r c e  
m M a s s  s o f t w a r e  ( S t r o h a l m  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  P a r e n t a l  i o n s  a r e  i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s  a n d  a r e  t h e  [ M - H ]
- 1
 i o n s .  F i g u r e  
p r e p a r e d  b y  P a t r i c k  J  M o y n i h a n  a t  U n i v e r s i t y  o f  G u e l p h ,  C a n a d a .  
 
P r o d u c t  c o u l d  b e  d e t e c t e d  w i t h  d o n o r s  f r o m  a c e t y l - C o A  ( C 2 )  t o  d e c a n o y l - C o A  ( C 1 0 )  b u t  a b s e n t  
w h e n  d o n o r s  w i t h  a n  a c y l  c h a i n  l o n g e r  t h a n  C 1 0  w e r e  u s e d  ( F i g u r e  3 . 1 2  a n d  T a b l e  3 - I  A ) .  R e l a t i v e  
i o n i z a t i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  e n z y m a t i c  r a t e s  o b s e r v e d  u s i n g  t h e  k i n e t i c  a s s a y ,  h o w e v e r  
q u a n t i t a t i o n  o f  r e a c t i o n  p r o d u c t s  b y  M S  w a s  n o t  p o s s i b l e  w i t h o u t  s u i t a b l e  s t a n d a r d s .  T h e  a c i d i c  
a c y l  s u b s t r a t e  s u c c i n y l - C o A  w a s  a l s o  t e s t e d  a n d  p r o d u c t  f o r m a t i o n  c o u l d  n o t  b e  d e t e c t e d  w i t h  
a n y  a c c e p t o r  u t i l i z e d  ( T a b l e  3 - I  A - C ) .  O n c e  a  r e c o n s t r u c t i o n  o f  O c t - D G G  p r o d u c t  w a s  p o s s i b l e  b y  
c o m p a r i s o n  t o  N M R  a n a l y s i s ,  w e  e x a m i n e d  t h e  s i t e  o f  m o d i f i c a t i o n  f o r  t h e  m o s t  r e l e v a n t  a c y l  
d o n o r s  w i t h  D G G  a s  a c c e p t o r  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  r e g a r d l e s s  o f  a c y l  c h a i n  s i z e  t h e  m o d i f i c a t i o n  
i s  i n v a r i a b l y  p r e s e n t  o n  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  C 6  O H  p o s i t i o n  ( F i g u r e  3 . 1 1 ) .   
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F i g u r e  3 . 1 2  -  O c t T  a c y l - d o n o r  p r o m i s c u i t y .  R e a c t i o n  p r o d u c t s  a f t e r  D G G  i n c u b a t i o n  w i t h  a c y l - C o A  d o n n o r  i n c l u d i n g  
a c e t y l - C o A  ( C 2 ,  a ) ;  p r o p i o n y l - C o A  ( C 3 ,  b ) ;  b u t y r y l - C o A  ( C 4 ,  c ) ;  h e x a n o y l - C o A  ( C 6 ,  d ) ;  o c t a n o y l - C o A  ( C 8 ,  e ) ;  d e c a n o y l -
C o A  ( C 1 0 ,  f ) ;  d o d e c a n o y l - C o A  ( C 1 2 ,  g ) ;  t e t r a d e c a n o y l - C o A  ( C 1 4 ,  h )  a n d  p a m i t o y l - C o A  ( C 1 6 ,  i )  i n  a d d i t i o n  t o  s u c c i n y l -
C o A  ( j )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O c t T  f r o m  M .  h a s s i a c u m .  M a s s  s p e c t r a  f r o m  r e a c t i o n s  w h e r e  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  w a s  
o b s e r v e d  a r e  c o l o r e d  r e d  w h i l e  s p e c t r a  l a c k i n g  p r o d u c t  a r e  c o l o r e d  b l u e .  S p e c t r a  w e r e  n o r m a l i z e d  a n d  a n a l y z e d  u s i n g  
t h e  o p e n - s o u r c e  m M a s s  s o f t w a r e  p a c k a g e  ( S t r o h a l m  e t  a l . ,  2 0 1 0 )  a n d  a l l  i d e n t i f i e d  m a s s e s  a r e  t h e  [ M - H ]
- 1
 i o n s .  * I n  
a l l  c a s e s  e x c e p t  f o r  C 1 4  t h e  s p e c t r a  f r o m  c o n t r o l  r e a c t i o n s  l a c k e d  t h e  o b s e r v e d  p r o d u c t  p e a k s .  A  p e a k  a t  t h e  e x p e c t e d  
s i z e  o f  t h e  C 1 4  r e a c t i o n  p r o d u c t  w a s  o b s e r v e d  i n  b o t h  c o n t r o l  r e a c t i o n s  a n d  t h e  C 1 2  s p e c t r a .  I t s  p r e s e n c e  i n  t h o s e  
s p e c t r a  a n d  t h e  l a c k  o f  p r o d u c t  i n  t h e  C 1 2  a n d  C 1 6  r e a c t i o n s  m a k e s  i t  u n l i k e l y  t h a t  t h i s  i o n  r e p r e s e n t s  a n  a u t h e n t i c  
D G G - C 1 4  r e a c t i o n  p r o d u c t .  F i g u r e  p r e p a r e d  b y  P a t r i c k  J .  M o y n i h a n  a t  U n i v e r s i t y  o f  G u e l p h ,  C a n a d a .  
 
P r e v i o u s  s t u d i e s  a n t i c i p a t e d  t h a t  o c t a n o y l a t i o n  p o s i t i o n  s h o u l d  o c c u r  i n  t h e  p r i m a r y  h y d r o x y l  
g r o u p  o f  t h e  g l y c e r i c  a c i d  ( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  D e l l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 3 ) .  A f t e r  a s s i g n i n g  t h e  
a c y l a t i o n  p o s i t i o n  t o  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  o f  D G G  w e  w o n d e r e d  a b o u t  t h e  i m p o r t a n c e  o f  g l y c e r i c  
a c i d  ( G A )  i n  t h e  a c y l  t r a n s f e r  r e a c t i o n .  A  c o m b i n a t i o n  o f  s u b s t r a t e s  m i m i c k i n g  t h e  p r e f e r r e d  
s u b s t r a t e s  a n d  a n a l o g s  w e r e  t e s t e d ,  i n c l u d i n g  t h e  c o m b i n a t i o n  i s o m a l t o s e  +  G A  m i m i c k i n g  D G G  
o r  g l u c o s e  +  G A  m i m i c k i n g  G G .  T h e  d i s a c c h a r i d e s  t r e h a l o s e ,  m a l t o s e  a n d  i s o m a l t o s e ,  i s o l a t e d  o r  
i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  g l y c e r i c  a c i d ,  w e r e  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  e n z y m e  b u t  n o  d i s c e r n i b l e  d i f f e r e n c e  
w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  G A  ( T a b l e  3 - I  B / C ) .  A l t h o u g h  p r o d u c t  w a s  d e t e c t e d  
w i t h  t h e s e  d i s a c c h a r i d e s  t h e  r e a c t i o n  r a t e s  w e r e  e x t r e m e l y  l o w  a n d  b e l o w  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  o f  
t h e  e n z y m a t i c  a s s a y .  
I n  o r d e r  t o  t e s t  d o n o r  s p e c i f i c i t y ,  a n  a r r a y  o f  s u b s t r a t e s  w e r e  a n a l y z e d  a s  s h o w n  i n  T a b l e  3 - I .  
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Octanoylation of early intermediates of mycobacterial methylglucose lipopolysaccharides 74 
(12)–D–glycerate) and GG (α–D–glucosyl–(12)–D–glycerate)] were examined and product 
formation was detected with MGG (α–D–mannopyranosyl–(12)–α–D–glucopyranosyl–
(12)–D-glycerate) but not MG (α-D-mannosyl-(12)- D-glycerate) (Table 3-I A). Although we 
cannot exclude MGG as substrate this vestigial utilization is most likely due to trace amounts 
of GG in the MGG sample in result of degradation and not to real mannosyl substrate usage. 
MGG is an extremely rare compatible solute that so far has been identified in very few 
organisms, none of which Actinobacteria (Jorge et al., 2007; Fernandes et al., 2010). 
The proposed involvement of OctT in the pathway for mature MGLP (polyacylated) led us to 
also test several possible acceptor substrates mimicking distinct parts of the polysaccharide 
that are often acylated with short-chain fatty acids (Mendes et al., 2012). 
Maltooligosaccharides mimicking the MGLP non reducing end (maltotriose, maltotetraose, 
maltopentaose, maltoheptaose) were tested as acceptors in combination with the preferred 
octanoyl substrate as well as with activated acetyl and butyryl typically found in this MGLP 
region, but no product could be detected for any of the reactions (Table 3-I C). The 
disaccharide laminaribiose (Lam) mimicking the β-(13) branching units attached to the MGLP 
main chain was also tested to but no product could be detected with either Oct-CoA or Suc-
CoA (succinyl is commonly found in these branching units) as donors (Table 3-I C). These 
results strongly indicate that the purified OctT can only efficiently use a very narrow range of 
glucosyl acceptors in vitro, which strengthens the hypothesis of a role in the specific acylation 
of the MGLP reducing end in vivo (Table 3-I). 
Discussion 
In this study, we identified a novel mycobacterial acyltransferase that efficiently transfers 
octanoate (comparable efficiency for hexanoate) to the sugar derivatives glucosylglycerate 
(GG) and diglucosylglycerate (DGG), the two earliest intermediates in methylglucose 
lipopolysaccharide (MGLP) biosynthesis (Kamisango et al., 1987) forming its reducing end 
structure, reported to be octanoylated in the glycerate moiety (Smith and Ballou, 1973; Dell 
and Ballou, 1983). Since our preliminary MS results indicated that OctT did not transfer 
octanoate to the primary hydroxyl group of glycerate (Mendes et al., 2012), we deemed 
essential to perform an exhaustive characterization of the product and found that octanoate is 
not transferred to the glycerate moiety as described for preparations obtained from M. phlei 
(Smith and Ballou, 1973), but instead to the C6 OH of the glucose moiety of DGG (Figure 3.9). 
The primer for MGLP biosynthesis, glucosyl-3-phosphoglycerate (GPG), is formed from NDP-
glucose and 3-phosphoglycerate (3-PGA) by glucosyl-3-phosphoglycerate synthase (GpgS) and 
dephosphorylated to GG by glucosyl-3-phosphoglycerate phosphatase (GpgP) (Empadinhas et 
al., 2008; Mendes et al., 2011) (Figure 3.13). Upon assignment of the second step of the MGLP 
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b i o s y n t h e s i s  ( G G  f o r m a t i o n )  t o  t h e  G p g P  g e n e  R v 2 4 1 9 c ,  i t s  n e i g h b o r i n g  R v 2 4 1 7 c  a n d  R v 2 4 1 8 c ,  
w i t h  p r e d i c t e d  m o t i f s  o f  l i p i d - m o d i f y i n g  e n z y m e s ,  w e r e  h y p o t h e s i z e d  t o  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  
p a t h w a y  ( F i g u r e  3 . 1 /  F i g u r e  3 . 1 4 )  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  T h e  m o d e r a t e  l e v e l  o f  a m i n o  a c i d  
i d e n t i t y  ( 2 4 % )  b e t w e e n  R v 2 4 1 7 c  a n d  t h e  T h e r m o t o g a  m a r i t i m a  D e g V  p r o t e i n  ( T M 8 4 1 ) ,  
w h o s e  t h r e e - d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e  w a s  s o l v e d  w i t h  a n  e n d o g e n o u s l y  c o - p u r i f i e d  f a t t y  a c i d  
c h a i n ,  c o u l d  s u g g e s t  a  r o l e  i n  t h e  t r a n s p o r t  o f  a c t i v a t e d  a c y l  g r o u p s  o r  i n v o l v e m e n t  i n  a c y l -
C o A  s y n t h e s i s .  
F i g u r e  3 . 1 3  -  E a r l y  s t e p s  o f  t h e  p r o p o s e d  p a t h w a y  f o r  M G L P  b i o s y n t h e s i s .  N e w l y  i d e n t i f i e d  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e  ( O c t T )  
i s  h i g h l i g h t e d  r e d .  T h e  d a s h e d  l i n e  i n d i c a t e s  a  h y p o t h e t i c a l  r e g u l a t o r y  r o l e  o f  O c t T .  E x p e r i m e n t a l l y  v a l i d a t e d  f u n c t i o n s  
a r e  s h a d e d  b l u e .  O p e n  b o x e s  r e p r e s e n t  u n k n o w n  f u n c t i o n s  o r  t h o s e  l a c k i n g  b i o c h e m i c a l  c o n f i r m a t i o n .  R  g r o u p s  ( r e d )  
o n  t h e  s t r u c t u r e  i n d i c a t e  a c y l  c h a i n s  ( a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e ,  i s o b u t y r a t e  o r  s u c c i n a t e )  a n d  m e t h y l  g r o u p s  a r e  i n  g r e e n .  
3 - P G A ,  D - 3 - p h o s p h o g l y c e r i c  a c i d .  G p g S ,  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  s y n t h a s e  ( E m p a d i n h a s  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) ;  G p g P ,
g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) ;  D g g S ,  p u t a t i v e  d i g l u c o s y l g l y c e r a t e  s y n t h a s e
( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  G g H ,  g l u c o s y l g l y c e r a t e  h y d r o l a s e  ( a l m o s t  e x c l u s i v e l y  d e t e c t e d  i n  r a p i d l y - g r o w i n g
m y c o b a c t e r i a )  ( A l a r i c o  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .
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A  h i g h  n u m b e r  o f  m y c o b a c t e r i a l  g e n e s  a r e  i n c o r r e c t l y  a n n o t a t e d ,  m a i n l y  d u e  t o  t h e  o b s t a c l e s  i n  
p e r f o r m i n g  f u n c t i o n a l  s t u d i e s  a r i s i n g  f r o m  t h e  o f t e n - d i f f i c u l t  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  
e n z y m e s  f r o m  n a t i v e  h o s t s  o r  f r o m  r e c o m b i n a n t  s o u r c e s  s o u r c e s  i n  s o l u b l e  b i o a c t i v e  f o r m  
( B a s h i r i  e t  a l . ,  2 0 1 2 ;  M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  A l t h o u g h  R v 2 4 1 8 c  w a s  a n n o t a t e d  a s  a  m e m b e r  o f  t h e  
G D S L  h y d r o l a s e  f a m i l y  ( A k o h  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  b a s e d  o n  s e q u e n c e  s i m i l a r i t i e s ,  t h i s  a p p r o a c h  h a s  
p r e v i o u s l y  p r o v e n  u n r e l i a b l e  f o r  f u n c t i o n  a s s i g n m e n t  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  G D S L  e s t e r a s e s  a n d  
l i p a s e s  a r e  h y d r o l y t i c  m u l t i f u n c t i o n a l  e n z y m e s  w i t h  a  v e r y  f l e x i b l e  a c t i v e  s i t e  a n d  b r o a d  
s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y .  I n  c o n t r a s t  t o  o t h e r  l i p a s e s ,  w h i c h  h a v e  t h e  h i g h l y  c o n s e r v e d  m o t i f  G l y - X -
S e r - X - G l y  i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  a m i n o a c i d  s e q u e n c e ,  t h e y  p o s s e s  a  d i s t i n c t  G D S L  s e q u e n c e  m o t i f  
n e a r  d e  N - t e r m i n u s  ( t h i s  p a r t i c u l a r  s e q u e n c e  i s  n o t  p r e s e n t  i n  O c t T ,  o n l y  D S L )  a n d  t h e y  s h a r e  
f i v e  b l o c k s  o f  h i g h l y  c o n s e r v e d  r e s i d u e s  ( I  t o  V ) ,  w h i c h  a r e  i m p o r t a n t  f o r  t h e i r  c l a s s i f i c a t i o n  ( A k o h  
e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e  S G N H  h y d r o l a s e s  a r e  a  s u b f a m i l y  o f  t h e  G D S L  e s t e r a s e s  w h o s e  n a m e  d e r i v e s  
f r o m  t h e  p e c u l i a r i t y  o f  h a v i n g  f o u r  s i g n a t u r e  i n v a r i a n t  r e s i d u e s  ( S e r - G l y - A s n - H i s )  f o u n d  i n  t h e  
s e p a r a t e  c o n s e r v e d  b l o c k s .  A d d i t i o n a l l y ,  i n  t h e  l a s t  c o n s e r v e d  b l o c k  ( b l o c k  V )  t h e r e  i s  u s u a l l y  a n  
A s p  r e s i d u e  t h r e e  a m i n o  a c i d s  a h e a d  o f  a n  H i s  ( i . e . ,  D x x H )  f o r m i n g  w i t h  S e r  o f  b l o c k  I  t h e  
p o s t u l a t e d  c a t a l y t i c  t r i a d  r e q u i r e d  f o r  a c t i v i t y  i n  s e r i n e  e s t e r a s e s  ( S e r / A s p  / H i s ) .  B e c a u s e  t h e  
c a t a l y t i c  a s p a r t a t e  i n  b l o c k  V  i s  n o t  e n t i r e l y  c o n s e r v e d  t h r o u g h o u t  t h e  f a m i l y  ( g l u t a m a t e  b e i n g  
o n e  o t h e r  r e s i d u e  f o u n d )  i t  i s  n o t  i n c l u d e d  i n  t h e  f a m i l y  n a m e  ( A k o h  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .   
 
 
F i g u r e  3 . 1 4  -  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  g e n e  c l u s t e r s  p r o p o s e d  t o  p a r t i c i p a t e  i n  M G L P s  b i o s y n t h e s i s .  T h e  
g e n e  R v 2 4 1 8 c  s t u d i e d  i n  t h i s  w o r k  i s  h i g h l i g h t e d .  G e n e s  o f  u n k n o w n  o r  h y p o t h e t i c a l  f u n c t i o n  a r e  s h a d e d  w h i t e  a n d  
g r e y ,  r e s p e c t i v e l y .  G e n e s  c o n s i d e r e d  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h  b y  s a t u r a t i o n  t r a n s p o s o n  m u t a g e n e s i s  
( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b )  a r e  s h a d e d  r e d  o r  b l u e  i f  n o n e s s e n t i a l .  * A l t h o u g h  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  g r o w t h  d e l e t i o n  
o f  t h e s e  g e n e s  p r o d u c e d  v i a b l e  m u t a n t s  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  ( M u r p h y  e t  a l . ,  2 0 0 5 ;  S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
G e n e s  w h o s e  c o n f i r m a t i o n  o f  i n v o l v e m e n t  i n  M G L P  p a t h w a y  i s  s t i l l  m i s s i n g  a r e  b o x e d .  G r e e n  s p h e r e s  r e p r e s e n t  
c h a r a c t e r i z e d  p r o t e i n s .  
 
 
 
 7 7  O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
A  p e p t i d o g l y c a n  O - a c e t y l t r a n s f e r a s e  ( P a t B )  w i t h  t h e  a r c h e t y p a l  c a t a l y t i c  t r i a d  A s p - H i s - S e r  o f  
s e r i n e  e s t e r a s e s  a n n o t a t e d  a s  a  G D S L  h y d r o l a s e  d i s p l a y e d  o n l y  w e a k  e s t e r a s e  a c t i v i t y  a n d  w a s  
s h o w n  i n s t e a d  t o  b e  a  b o n a - f i d e  a c e t y l t r a n s f e r a s e  ( M o y n i h a n  a n d  C l a r k e ,  2 0 1 0 ) .  H e r e i n ,  w e  
s h o w  t h a t  R v 2 4 1 8 c  p o s s e s s e s  a c y l t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y ,  e s t a b l i s h i n g  a  p r e v i o u s l y  u n r e c o g n i z e d  
f u n c t i o n  i n  m y c o b a c t e r i a ,  a n d  d i s p l a y s  n o  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  d i s p i t e  h a v i n g  t h e  p o s t u l a t e d  
c a t a l y t i c  t r i a d  o f  s e r i n e  e s t e r a s e s  ( a s  p r e d i c t e d  b y  s t r u c t u r a l  m o d e l i n g  S e r 2 3 ,  A s p 2 2 1  a n d  
H i s 2 2 4 ) .  T h e  e n z y m e  i s  v e r y  s p e c i f i c  i n  t h e  a c c e p t o r  s u b s t r a t e s  i t  u t i l i z e d ,  b u t  p r e s e n t s  s o m e  
f l e x i b i l i t y  i n  t h e  a c y l  d o n n e r s  u s e d  ( T a b l e  3 - I )  d e m o n s t r a t i n g  s o m e  a f f i n i t y  w i t h  G D S L  h y d r o l a s e  
w h i c h  a r e  n o t a b l y  p r o m i s c u o u s  (       
 _  	    e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  
B a s e d  o n  g e n e t i c  c o n t e x t  a n d  c o n s e r v e d  d o m a i n  a n a l y s e s ,  t h e  t h i r d  s t e p  i n  t h e  M G L P  p a t h w a y  
( f o r m a t i o n  o f  D G G )  w a s  p r o p o s e d  t o  b e  c a t a l y z e d  b y  R v 3 0 3 1  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  H o w e v e r ,  
i f  t h e  o b s e r v e d  s u b s t r a t e  a m b i g u i t y  o f  O c t T  t o w a r d  G G  a n d  D G G  i n  v i t r o  a l s o  o c c u r s  i n  v i v o ,  
o c t a n o y l a t i o n  o f  G G  i n  p o s i t i o n  6  O H  o f  g l u c o s e  i s  e x p e c t e d  t o  c u r b  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  M G L P  
s y n t h e s i s  s i n c e  t h i s  i s  t h e  s i t e  o f  a t t a c h m e n t  o f  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  i n  D G G  a n d  t h e  f i r s t  u n i t  o f  
t h e   - ( 1  4 ) - l i n k e d  M G L P  m a i n  c h a i n  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  H y p o t h e t i c a l l y ,  G G  
o c t a n o y l a t i o n  i n  v i v o  c o u l d  p l a y  a  r e g u l a t o r y  n o d e  i n  t h e  p a t h w a y  ( F i g u r e  3 . 1 3 ) ,  p o s s i b l y  r e l a t e d  
t o  G G  l e v e l s  a c c u m u l a t e d  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s ,  f o r  e x a m p l e  n i t r o g e n  s t a r v a t i o n .  
I n t e r e s t i n g l y ,  r a p i d l y  g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  p o s s e s s  a  s p e c i f i c  G G  h y d r o l a s e  ( G g H )  a c t i v a t e d  
u p o n  r e p l e n i s h m e n t  o f  a s s i m i l a b l e  n i t r o g e n  t o  n i t r o g e n - s t a r v e d  c e l l s  ( A l a r i c o  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  
H o w e v e r ,  t h e  m e c h a n i s m  t h r o u g h  w h i c h  m y c o b a c t e r i a  t u n e  G G  l e v e l s  w h i l e  r e g u l a t i n g  M G L P  
s y n t h e s i s  a n d  f u n c t i o n  d u r i n g  e x p o s u r e  t o  s t r e s s  r e m a i n s  u n d i s c l o s e d .   
O c t a n o y l a t i o n  i s  a  r a r e  p r o c e s s  i n  n a t u r e  a n d  s e v e r a l  o f  t h e  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e s  k n o w n  t o  d a t e  
a r e  i n v o l v e d  i n  f a t t y  a c i d  m e t a b o l i s m .  L i p B  ( E C  2 . 3 . 1 . 1 8 1 )  p a r t i c i p a t e s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  l i p o i c  
a c i d ,  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  o r g a n o s u l f u r  c o f a c t o r  d e r i v e d  f r o m  o c t a n o i c  a c i d ,  w h i c h  i s  e s s e n t i a l  i n  
a e r o b i c  b a c t e r i a  a n d  e u k a r y o t e s  ( S p a l d i n g  a n d  P r i g g e ,  2 0 1 0 ) .  I n  E .  c o l i ,  l i p o a t e  s y n t h e s i s  p r e c e d e s  
t h r o u g h  t w o  r e a c t i o n s :  t h e  o n e  c a t a l y z e d  b y  t h e  o c t a n o y l  t r a n s f e r a s e ,  L i p B ,  a n d  a  s e c o n d  o n e  
c a t a l y z e d  b y  a  l i p o a t e  s y n t h a s e ,  L i p A .  L i p B  t r a n s f e r s  a n  o c t a n o y l  g r o u p  f r o m  o c t a n o y l - A C P  t o  t h e  
a p o  f o r m  o f  m u l t i  e n z y m e  c o m p l e x e s  t u r n i n g  t h e  o c t a n o y l a t e d  s u b u n i t  i n t o  a  s u b s t r a t e  f o r  t h e  
l i p o a t e  s y n t h a s e ,  L i p A ,  w h i c h  s u b s e q u e n t i a l l y  i n s e r t s  t w o  s u l f u r  a t o m s  t o  f o r m  t h e  d i t h i o l a n e  
r i n g  o f  l i p o a t e .  L i p B  d o e s  n o t  e f f i c i e n t l y  u s e  f r e e  o c t a n o a t e  a s  a  s u b s t r a t e  a n d  c o n s e q u e n t l y  i s  
d e p e n d e n t  o n  o c t a n o y l - A C P  h o w e v e r  L i p B  c a n  b e  b y p a s s e d  b y  t h e  l i p o a t e  l i g a s e ,  L p l A ,  w h i c h  c a n  
u s e  f r e e  o c t a n o a t e  ( S p a l d i n g  a n d  P r i g g e ,  2 0 1 0 ) .  M y c o b a c t e r i a  p o s s e s s e s  a  s i m i l a r  s y s t e m  f o r  
l i p o a t e  s y n t h e s i s  e x c e p t  t h a t  i t  l a c k s  t h e  e x o g e n o u s  L p l A  p a t h w a y  b e i n g  e n t i r e l y  d e p e n d e n t  o n  
L i p B  ( M a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h i s  d e p e n d e n c e  c o m b i n e d  w i t h  t h e  f a c t  t h a t  L i p B  w a s  f o u n d  t o  b e  u p -
r e g u l a t e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  m u l t i d r u g - r e s i s t a n t  M .  t u b e r c u l o s i s  ( R a c h m a n  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  a s  w e l l  a s  
t h a t  i t  w a s  c o n s i d e r e d  e s s e n t i a l  f o r  g r o w t h  o f  t h e  p a t h o g e n  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b )  m a k e  i t  a n  
a t t r a c t i v e  d r u g  t a r g e t .  L i p B  c r y s t a l  s t r u c t u r e  w a s  s o l v e d  i n  c o m p l e x  w i t h  d e c a n o i c  a c i d .  S u c h  a n  
i n t e r a c t i o n  i n  v i v o  w o u l d  l e a d  t o  a n  i r r e v e r s i b l e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  e n z y m e  w i t h  t o x i c ,  o r  e v e n  
l e t h a l ,  e f f e c t s  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s ,  t h e r e f o r e  i t  w a s  h y p o t h e s i z e d  t h a t  t h i s  a d d u c t  c o u l d  b e  a n  
a r t i f a c t  o f  h e t e r o l o g o u s  e x p r e s s i o n  i n  E .  c o l i ,  w h o s e  f a t t y  a c i d  s y n t h e s i s  p a t h w a y  m a r k e d l y  
d i f f e r s  f r o m  t h a t  o f  m y c o b a c t e r i a ,  t h i s  w a s  c o n f i r m e d  b y  e x p r e s s i n g  t h e  L i p B  p r o t e i n  i n  M .  
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s m e g m a t i s  a n d  o b s e r v i n g  n o  a d d u c t  f o r m a t i o n  ( M a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  L i p  B  i s  t h e  o n l y  c a s e  k n o w n  o f  
s p e f i c  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e s  i n  m y c o b a c t e r i a .  
I n  e u k a r i a  t h e r e  a r e  a  f e w  e x a m p l e s  o f  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e s ,  c a r n i t i n e  a c y l t r a n s f e r a s e s  m e d i a t e  
t h e  t r a n s p o r t  o f  f a t t y  a c i d  c h a i n s  a c r o s s  d i f f e r e n t  c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t s  b y  c a t a l y z i n g  t h e  
r e v e r s i b l e  t r a n s f e r  o f  a c y l  g r o u p s  b e t w e e n  c a r n i t i n e  a n d  c o e n z y m e  A  ( C o A ) .  T h e  f a m i l y  i n c l u d e s  
t h e  p e r o x i s o m a l  c a r n i t i n e  O - o c t a n o y l t r a n s f e r a s e  ( C r O T )  ( E C  2 . 3 . 1 . 1 3 7 )  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
t r a n s f e r  o f  m e d i u m  c h a i n  f a t t y  a c i d s  t o  c a r n i t i n e  ( J o g l  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  M a m m a l i a n  g h r e l i n  O -
a c y l t r a n s f e r a s e  ( G O A T )  i s  a  m e m b r a n e - b o u n d  e n z y m e  t h a t  t r a n s f e r s  o c t a n o a t e  t o  s e r i n e - 3  o f  
g h r e l i n ,  a n  a p p e t i t e - s t i m u l a t i n g  p e p t i d e  h o r m o n e  t h a t  o n l y  d i s p l a y s  a c t i v i t y  u p o n  a c y l a t i o n  
( Y a n g  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  I n  y e a s t ,  t w o  e t h a n o l  O - a c y l t r a n s f e r a s e s  c a p a b l e  o f  t r a n s f e r r i n g  m e d i u m -
c h a i n  f a t t y  a c i d s  f r o m  C o A  t o  e t h a n o l  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  f l a v o r - a c t i v e  
e t h y l  e s t e r s ,  i n c l u d i n g  e t h y l  o c t a n o a t e  ( S a e r e n s  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  S a e r e n s  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  A l t h o u g h  t h e s e  
a r e  a l l  a c y l t r a n s f e r a s e s  ( E C  2 . 3 . 1 . x ) ,  t h e  s p e c i f i c i t y  f o r  t h e  a c c e p t o r  g r o u p  g r e a t l y  v a r i e s  a m o n g  
t h e m .  T h i s  g r o u p  o f  e n z y m e s  c a t a l y z e s  t h e  t r a n s f e r  o f  a c y l  g r o u p s  t o  t h e  h y d r o x y l ,  a m i n o ,  o r  
t h i o l  g r o u p  o f  a  v a r i e t y  o f  a c c e p t o r  m o l e c u l e s ,  r a n g i n g  f r o m  p r o t e i n  m o d i f i c a t i o n  t o  l i p i d ,  o r  
s u g a r ,  m o d i f i c a t i o n ,  t o  y i e l d  a n  a c y l  e s t e r  d e r i v a t i v e .  T h e y  u s e  h i g h  e n e r g y  a c t i v a t e d  a c y l - d o n o r s  
s u c h  a s  a c y l a t e d - a c y l  c a r r i e r  p r o t e i n  o r  m o s t  c o m m o n l y  a c y l  C o e n z y m e  A ,  f o r m i n g  t h e  d i f f e r e n t  
a c y l t r a n s f e r a s e  c l a s s e s .  ( R ö t t i g  a n d  S t e i n b ü c h e l ,  2 0 1 3 ) .  I n  a c c o r d a n c e ,  G O A T  a n d  L i p B  t r a n s f e r  
t h e  o c t a n o y l  m o i e t y  t o  a  s p e c i f i c  a m i n o  a c i d  r e s i d u e  w i t h i n  a  c o n s e r v e d  s e q u e n c e  m o t i f  o r  
p r o t e i n  d o m a i n ,  r e s p e c t i v e l y ,  C r O T  a c y l a t e s  a n  a m m o n i u m  q u a t e r n a r y  c o m p o u n d ,  a n d  e t h a n o l  
O - a c y l t r a n s f e r a s e s  a c y l a t e  a n  a l c o h o l .   
T h e  O c t T  d e s c r i b e d  i n  t h i s  w o r k  i s ,  t o  t h e  b e s t  o f  o u r  k n o w l e d g e ,  u n i q u e  i n  i t s  s u b s t r a t e  
s p e c i f i c i t y ,  s i n c e  i t  i s  a b l e  t o  a c y l a t e  t h e  s u g a r  d e r i v a t i v e s  G G  a n d  D G G ,  a n d  t o  t r a n s f e r  s h o r t - t o -
m e d i u m  c h a i n  a c y l  g r o u p s  r a n g i n g  f r o m  a c e t y l  t o  d e c a n o y l  a l t h o u g h  p r o d u c t s  s y n t h e s i z e d  f r o m  
t h e  s m a l l e r  ( C 2 ,  C 3 )  a n d  l a r g e r  ( C 1 0 )  a c y l  c h a i n s  o c c u r r e d  o n l y  a t  m i n i m a l  l e v e l s  ( T a b l e  3 - I ) .  
T h e  M .  s m e g m a t i s  O c t T  h a d  a  m u c h  h i g h e r  a p p a r e n t  k
c a t
 a n d  k
c a t
/ K
m
 t h a n  t h e  M .  h a s s i a c u m  
e n z y m e  ( T a b l e  3 - I I ) .  V e r y  l o w  t u r n o v e r  v a l u e s  ( u p  t o  6 × 1 0
- 4
 m i n
- 1
)  a r e  k n o w n  f o r  e n z y m e s  
r e f e r r e d  t o  a s  “ m o l e c u l a r  s w i t c h e s ”  t h a t  s i g n a l  a n d  r e g u l a t e  s h i f t s  b e t w e e n  s t a t e s  o f  a c t i v i t y  f o r  
t r a n s i e n t  b u t d e f i n e d  p e r i o d s  ( s e c o n d s ,  h o u r s  o r  l o n g e r )  f a v o r i n g  a c c u r a c y  o v e r  s p e e d  ( T r a u t ,  
2 0 0 8 ) .  W h i l e  i t  i s  e x t r e m e l y  p r e m a t u r e  t o  a t t r i b u t e  a  s i g n a l i n g  r o l e  f o r  O c t T  i n  t h e  c o n t e x t  o f  
M G L P  b i o s y n t h e s i s ,  i t  i s  a l s o  p r e m a t u r e  t o  e x c l u d e  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  u n k n o w n  s t a b i l i z i n g  
f a c t o r s ,  p o s t - t r a n s l a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n s ,  c o - f a c t o r s  o r  i n t e r a c t i n g  p r o t e i n s  t h a t  m a y  t r a n s l a t e  
i n t o  h i g h e r  t u r n o v e r  a n d  c a t a l y t i c  e f f i c i e n c y  i n  v i v o .  O n e  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  a p p a r e n t  
u n d e r p e r f o r m a n c e  o f  M .  h a s s i a c u m  O c t T  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  M .  s m e g m a t i s  e n z y m e  m a y  
r e s i d e  o n  t h e  t e m p e r a t u r e  a t  w h i c h  t h e  k i n e t i c  c o n s t a n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  s i n c e  w e  d e c i d e d  t o  
s t u d y  M .  h a s s i a c u m  O c t T  a t  3 7 ° C ,  w h i c h  i s  t h e  h u m a n  h o s t  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  o p t i m u m  f o r  
M .  s m e g m a t i s  g r o w t h  b u t  w e l l  b e l o w  t h e  n a t i v e  h o s t ’ s  o p t i m a l  g r o w t h  t e m p e r a t u r e  ( 5 0 ° C )  
( S c h r ö d e r  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  
D e s p i t e  t h e  s i m i l a r  k
c a t
/ K
m
 v a l u e s  f o r  o c t a n o y l  a n d  h e x a n o y l  d o n o r s  ( T a b l e  3 - I I ) ,  t h e  l a t t e r  h a s  
n e v e r  b e e n  d e t e c t e d  a s  a  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  g r o u p  i n  M G L P  ( T u n g  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  K e l l e r  a n d  
B a l l o u ,  1 9 6 8 ) .  S i m i l a r  p r o m i s c u i t y  i n  v i t r o  w a s  r e p o r t e d  f o r  G O A T ,  w h i c h  i s  a b l e  t o  u s e  a  r a n g e  
 
 
 7 9  O c t a n o y l a t i o n  o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  
o f  d o n o r  a c y l  c h a i n s  f r o m  a c e t a t e  t o  t e t r a d e c a n o i c  a c i d  a l t h o u g h  o c t a n o y l a t e d  g h r e l i n  i s  t h e  
p r e d o m i n a n t  f o r m  o f  t h e  e n z y m e  i n  v i v o  f o l l o w e d  b y  d e c a n o y l a t e d  g h r e l i n  ( O h g u s u  e t  a l . ,  2 0 1 2 ;  
G u t i e r r e z  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  I n  v i t r o ,  G O A T  p r e f e r s  h e x a n o y l - C o A  o v e r  o c t a n o y l - C o A  w h i l e  d e c a n o y l -
C o A  i s  a  p o o r  s u b s t r a t e  ( N i s h i  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  C r O T  a l s o  d i s p l a y s  f a i r l y  b r o a d  d o n o r  s u b s t r a t e  
s p e c i f i c i t y  b u t  p r e f e r s  C 6  a n d  C 1 0  s u b s t r a t e s  ( J o g l  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  W e  p r o p o s e  t h a t  d e s p i t e  t h e  l o w -
l e v e l  a n d  a p p a r e n t l y  b r o a d  u t i l i z a t i o n  o f  a c y l - C o A s  i n  v i t r o ,  O c t T  m a y  b e  a b l e  t o  d i s c r i m i n a t e  
t o w a r d s  o c t a n o y l  g r o u p s  i n  v i v o  p o s s i b l y  d r i v e n  b y  O c t - C o A  a v a i l a b i l i t y  i n  t h e  c y t o p l a s m .  N a r u m i  
a n d  c o - w o r k e r s  s t u d i e d  [
1 4
C ] a c y l  i n c o r p o r a t i o n  i n  M .  p h l e i  w h o l e  c e l l s  a n d  f o u n d  t h a t  w h e n  
[
1 4
C ] h e x a n o a t e  w a s  s u p p l i e d  t o  t h e  g r o w t h  m e d i u m  i t  w a s  r e a d i l y  i n c o r p o r a t e d  i n t o  M G L P  
( N a r u m i  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  T h i s  a l l o w e d  t h e m  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  a c y l  g r o u p s  f o u n d  i n  M G L P  l i k e l y  
r e f l e c t  t h e i r  i n t r a c e l l u l a r  a v a i l a b i l i t y  i n  m y c o b a c t e r i a l  c e l l s  a t  t h e  s i t e  o f  M G L P  a c y l a t i o n  r e a c t i o n s  
a n d  a l s o  t h a t  e n d o g e n o u s  h e x a n o y l - C o A  m a y  n o t  b e  a v a i l a b l e  i n  t h e  c y t o p l a s m .  
E a r l y  r e s u l t s  b y  T u n g  a n d  c o l l e a g u e s  w i t h  M .  p h l e i  e x t r a c t s  s u g g e s t e d  t h a t  d i s t i n c t  M G L P  
a c y l a t i n g  r e a c t i o n s  c o u l d  b e  p e r f o r m e d  b y  a  s i n g l e  e n z y m e ,  p r o p o s e d  t o  b e  c a p a b l e  o f  
t r a n s f e r r i n g  a c y l  g r o u p s  f r o m  d i f f e r e n t  a c y l - C o A s  t o  M G L P  a n d  s i m i l a r  a r t i f i c i a l  a c c e p t o r s  ( T u n g  
a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ) .  H o w e v e r ,  t h e  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  f r o m  s u c c i n y l - C o A  a n d  o c t a n o y l - C o A  w a s  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  f r o m  t h e  a c y l - C o A s  c a r r y i n g  f a t t y  a c i d s  n o r m a l l y  e s t e r i f i e d  t o  t h e  M G L P  
n o n - r e d u c i n g  e n d  ( a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e  a n d  i s o b u t y r a t e ) ,  s u g g e s t i n g  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  m o r e  
t h a n  o n e  a c y l t r a n s f e r a s e .  I n  s u p p o r t  o f  t h i s  h y p o t h e s i s ,  w e  f o u n d  t h a t  s u c c i n y l - C o A  w a s  n o t  a  
s u b s t r a t e  f o r  O c t T ,  n o r  d i d  t h e  e n z y m e  e f f i c i e n t l y  u s e  v e r y  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  ( C 2 - C 4 )  f o u n d  
i n  t h e  M G L P  n o n - r e d u c i n g  t e r m i n u s .  A l t h o u g h  n o n e  o f  t h e  a n t i c i p a t e d  a c y l t r a n s f e r a s e  g e n e s  
h a v e  b e e n  s o  f a r  i d e n t i f i e d  i n  m y c o b a c t e r i a l  g e n o m e s ,  g e n e t i c  c o n t e x t  a n a l y s e s  s u g g e s t  t h a t  
R v 3 0 3 4 c  i n  t h e  c l u s t e r  c o n t a i n i n g  t h e  6 - O - m e t h y l t r a n s f e r a s e  ( R v 3 0 3 0 )  a n d  t h e  4 - O -
g l y c o s y l t r a n s f e r a s e  ( R v 3 0 3 2 )  g e n e s  i n  M .  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  m i g h t  b e  i n v o l v e d  ( S t a d t h a g e n  e t  
a l . ,  2 0 0 7 ;  J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ) .  M o r e o v e r ,  o l i g o s a c c h a r i d e s  m i m i c k i n g  r e g i o n s  o f  M G L P  
w h e r e  a c y l a t i o n s  h a v e  b e e n  p r e v i o u s l y  d e t e c t e d  c o u l d  a l s o  n o t  b e  a c y l a t e d  b y  O c t T  u s i n g  
d i f f e r e n t - s i z e d  a c y l - C o A  d o n o r s  ( T a b l e  3 - I ) .  O u r  r e s u l t s  s u p p o r t  d i f f e r e n t i a l  a c y l a t i o n  o f  t h e  n o n -
r e d u c i n g  e n d  g l u c o s e s  a n d  o f  t h e  b r a n c h i n g  g l u c o s e s  i n  M G L P  b y  e n z y m e s  o t h e r  t h a n  O c t T ,  
w h i c h  i s  a l s o  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  a r g u m e n t  t h a t  a c y l a t i o n  i n  s u c h  p r e c i s e  l o c a t i o n s  l i k e l y  
r e q u i r e  h i g h l y  s p e c i f i c  a c y l t r a n s f e r a s e s  ( G r a y  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 ) .  T w o  t h e o r i e s  r e g a r d i n g  M G L P  
m e t h y l a t i o n  h a v e  b e e n  p u t  f o r w a r d :  o n e  s u p p o r t s  t h e  e x i s t e n c e  o f  t w o  d i f f e r e n t  e n z y m e s  f o r  
d i f f e r e n t i a l  6 - O  a n d  3 - O  m e t h y l a t i o n  o f  n o n - r e d u c i n g  e n d  g l u c o s e s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  
J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  3 - O - m e t h y l a t i o n  w a s  s u g g e s t e d  t o  d e p e n d  o n  
p r e v i o u s  a c y l a t i o n  ( G r e l l e r t  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 ) .  E i t h e r  b e c a u s e  3 - O - m e t h y l a t i o n  c o u l d  d e p e n d  o n  
p r e v i o u s  a c y l a t i o n  o r  o n  a  s e p a r a t e  e n z y m e ,  a n  o l i g o s a c c h a r i d e  w i t h  ( f o u r )  u n m e t h y l a t e d  
g l u c o s e s  c o u l d  b e  s u b s t r a t e  f o r  a n  a c y l t r a n s f e r a s e  a c t i n g  o n  t h e  n o n - r e d u c i n g  e n d  s e g m e n t  o f  
M G L P .  H o w e v e r ,  a n d  a l t h o u g h  s e v e r a l  u n m e t h y l a t e d  g l u c o l i g o s a c h a r i d e s  w e r e  t e s t e d  a s  
p o s s i b l e  O c t T  a c c e p t o r  s u b s t r a t e s ,  a c y l a t i o n  f r o m  d i f f e r e n t  d o n o r s  w a s  n o t  d e t e c t e d .   
T h e  m y c o b a c t e r i a l  e n v e l o p e  p o s s e s s e s  d i f f e r e n t  s u r f a c e - e x p o s e d  a c y l t r e h a l o s e s ,  n a m e l y  
l i p o o l i g o s a c c h a r i d e s  ( L O S )  i m p l i c a t e d  i n  p a t h o g e n - h o s t  i m m u n e  i n t e r a c t i o n s  ( N o b r e  e t  a l . ,  
2 0 1 4 ) .  L O S  o f t e n  d i f f e r  i n  t h e  n u m b e r  a n d  s t r u c t u r e  o f  s u g a r  r e s i d u e s  a n d  t h e  f r e q u e n t l y  
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c o m p l e x  a c y l  m o i e t i e s  a t t a c h e d  t o  t r e h a l o s e  ( K a l s c h e u e r  a n d  K o l i w e r - B r a n d l ,  2 0 1 4 ) .  E v i d e n c e  
s u g g e s t s  t h a t  L O S  a n d  o t h e r  a n t i g e n i c  a c y l t r e h a l o s e s  m a y  a l s o  b e  e s t e r i f i e d  w i t h  o c t a n o a t e  
( D a f f é  e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  B e s r a  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  M c N e i l  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  H o w e v e r ,  a n d  a l t h o u g h  w e  c a n n o t  
f u l l y  e x c l u d e  a n  i n v o l v e m e n t  o f  O c t T  i n  t h e s e  r e a c t i o n s ,  t h e  i n s i g n i f i c a n t  t r a n s f e r  o f  o c t a n o a t e  
t o  t r e h a l o s e  b y  O c t T  r e n d e r s  t h i s  a  r e m o t e  p o s s i b i l i t y  ( T a b l e  3 - I ) .  
H e r e i n  w e  r e p o r t  t h e  u n p r e c e d e n t e d  O c t T - c a t a l y z e d  t r a n s f e r  o f  o c t a n o a t e  t o  D G G  a n d  G G  i n  
v i t r o  a n d ,  t o  l e s s e r  e x t e n t ,  o f  o t h e r  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s .  D e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  w e  c a n n o t  f u l l y  
e x c l u d e  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n  e n z y m e  c a p a b l e  t o  o c t a n o y l a t e  t h e  p r i m a r y  h y d r o x y l  o f  g l y c e r i c  a c i d  
e s t i m a t e d  f r o m  e a r l i e r  o b s e r v a t i o n s ,  O c t T  t r a n s f e r s  o c t a n o a t e  t o  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  i n  D G G ,  
w h i c h  m a y  e n c o m p a s s  i m p o r t a n t  c o n s e q u e n c e s  d u r i n g  M G L P  a s s e m b l y .  S i n c e  b o t h  M G L P  a n d  
g l y c o g e n  s h a r e  a  s i m i l a r   - ( 1  4 ) - l i n k e d  b a c k b o n e ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  o c t a n o a t e - D G G  m a y  p l a y  a  
r o l e  i n  d i s c r i m i n a t i n g  b e t w e e n  h o m o f u n c t i o n a l  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e s  a n d  r e c r u i t i n g  R v 3 0 3 2  ( t h e  
g l y c o s y l t r a n s f e r a s e  p r o p o s e d  t o  b e  c o m m i t t e d  t o  e l o n g a t i o n  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) )  f o r  t h e  
M G L P  p a t h w a y ,  o r  t h e  u n k n o w n  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e  f o r  a t t a c h m e n t  o f  t h e       
  - ( 1  3 )  
b r a n c h i n g  g l u c o s e  t o  D G G .  H o w e v e r ,  t h i s  r e m a i n s  h y p o t h e t i c a l .  A l t h o u g h  i t  i s  p r e m a t u r e  t o  
p h y s i o l o g i c a l l y  i n t e r p r e t  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e ,  t h e  p r o p o s e d  e s s e n t i a l i t y  o f  R v 2 4 1 8 c  i n  M .  
t u b e r c u l o s i s  r e n d e r s  t h e  k n o w l e d g e  o f  O c t T  u n i q u e  p r o p e r t i e s  v a l u a b l e  i n  t h e  q u e s t  f o r  
i n n o v a t i v e  s t r a t e g i e s  t o  f i g h t  m y c o b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s .  
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A c k n o w l e d g e m e n t s  a n d  w o r k  c o n t r i b u t i o n s  
 
C h e m i c a l  s y n t h e s i s  p r o c e d u r e s  a n d  N M R  a n a l y s i s  o f  t h e  c o m p o u n d s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  V a n e s s a  
M i r a n d a ,  E v a  C .  L o u r e n ç o
 
a n d
 
M .  R i t a  V e n t u r a  a t  I n s t i t u t o  d e  T e c n o l o g i a  Q u í m i c a  B i o l ó g i c a ,  
( I T Q B ,  O e i r a s ) .  
P a t r i c k  J .  M o y n i h a n  a n d  A n t h o n y  J .  C l a r k e  p r o v i d e d  e x t e n s i v e  s u p p o r t  w i t h  m a s s  s p e c t r o m e t r y  
m e t h o d o l o g i e s ,  M S  d a t a  a n a l y s i s  a n d  d e s i g n e d  t h e  M S  f i g u r e s .  D y a n n e  B r e w e r  a n d  A r m e n  
C h a r c h o g l y a n  a t  t h e  M a s s  S p e c t r o m e t r y  F a c i l i t y  o f  t h e  A d v a n c e d  A n a l y s i s  C e n t r e  ( U n i v e r s i t y  o f  
G u e l p h ,  C a n a d a )  p r o v i d e d  t e c h n i c a l  s u p p o r t  w i t h  m a s s  s p e c t r o m e t r y .  D a v i d  S y c h a n t h a  k i n d l y  
a n a l y z e d  a  f e w  s a m p l e s .   
M A L D I  m a s s  s p e c t r o m e t r y  a n a l y s i s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  H u g o  O s ó r i o  a t  t h e  P r o t e o m i c s  U n i t  o f  
t h e  I n s t i t u t e  o f  M o l e c u l a r  P a t h o l o g y  a n d  I m m u n o l o g y  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  P o r t o  ( I P A T I M U P ) .  
T h i s  w o r k  w a s  f u n d e d  b y  n a t i o n a l  f u n d s  t h r o u g h  F u n d a ç ã o  p a r a  a  C i ê n c i a  e  a  T e c n o l o g i a  ( F C T )  
a n d  b y  E U - F E D E R  t h r o u g h  t h e  O p e r a t i o n a l  C o m p e t i t i v e n e s s  P r o g r a m m e  –  C O M P E T E  w i t h  g r a n t s  
F C O M P - 0 1 - 0 1 2 4 - F E D E R - 0 1 4 3 2 1  ( P T D C / B I A - P R O / 1 1 0 5 2 3 / 2 0 0 9 )  a n d  F C O M P - 0 1 - 0 1 2 4 - F E D E R -
0 2 8 3 5 9  ( P T D C / B I A - M I C / 2 7 7 9 / 2 0 1 2 ) .  
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M y c o b a c t e r i a  u n i q u e n e s s  d e r i v e s  t o  g r e a t  e x t e n t  f r o m  t h e i r  e x t r a o r d i n a r y  c e l l  e n v e l o p e  r i c h  i n  
c o m p l e x  l i p o g l y c a n s ,  g l y c o l i p i d s  a n d  o t h e r  e x c e p t i o n a l  l i p i d s ,  e s p e c i a l l y  m y c o l i c  a c i d s ,  w h i c h  
o r i g i n a t e  f r o m  f a t t y  a c i d s  ( F A s )  ( D a f f é  e t  a l . ,  2 0 1 4 ;  #    $  &  ! 
    
 *      " 
 <  = > ) .  F u r t h e r m o r e ,  
m y c o b a c t e r i a  a l s o  p r o d u c e  s e v e r a l  d i s t i n c t i v e  i n t r a c e l l u l a r  p o l y s a c c h a r i d e s ,  i n c l u d i n g  t w o  
u n i q u e  p o l y m e t h y l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  ( P M P S )  o f  3 - O - m e t h y l m a n n o s e  ( M M P s )  a n d  o f  6 - O -
m e t h y l g l u c o s e  ( M G L P s )  t h a t  l i k e l y  a s s u m e  a  h e l i c a l  c o n f o r m a t i o n  i n  t h e  c y t o p l a s m  a n d  a r e  
c a p a b l e  o f  f o r m i n g  1 : 1  c o m p l e x e s  w i t h  t h e  p r o d u c t s  o f  F a t t y  A c i d  S y n t h a s e  I  ( F A S - I )  ( M e n d e s  e t  
a l . ,  2 0 1 2 ;  J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ) .  T h i s  s e q u e s t e r i n g  a b i l i t y  i s  b e l i e v e d  t o  p l a y  a  r o l e  i n  
r e g u l a t i n g  F A  m e t a b o l i s m  ( B l o c h ,  1 9 7 7 )  a l t h o u g h  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  
s t i l l  m i s s i n g .  
S t u d i e s  o n  M G L P  s t a r t e d  i n  t h e  1 9 6 0 ’ s  w h e n  m u c h  o f  t h e  w o r k  t o w a r d s  i t s  s t r u c t u r a l  e l u c i d a t i o n  
w a s  p r e f o r m e d  ( S a i e r  a n d  B a l l o u ,  1 9 6 8 b ;  G r a y  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 ;  S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  
F o r s b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  H o w e v e r ,  s t u d i e s  r e g a r d i n g  i t s  b i o g e n e s i s  w e r e  l i m i t e d  ( G r e l l e r t  a n d  
B a l l o u ,  1 9 7 2 ;  T u n g  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  K a m i s a n g o  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  T h e  s e q u e n c i n g  o f  M .  t u b e r c u l o s i s  
g e n o m e  ( C o l e  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  a n d  m o l e c u l a r  b i o t e c h n o l o g y  a d v a n c e s  p a v e d  t h e  w a y  t o  d e c i p h e r i n g  
t h e  i d e n t i t y  o f  t h e  g e n e s  i n v o l v e d  i n  t h i s  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y .  R e c e n t l y  M G L P s  h a v e  b e e n  t h e  
f o c u s  o f  r e n e w e d  a t t e n t i o n  b e c a u s e ,  g i v e n  t h e  a p p a r e n t l y  r e s t r i c t e d  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  r e l a t e d  
p o l y s a c c h a r i d e s  M M P s  t o  R G M s ,  t h e y  r e p r e s e n t  t h e  o n l y  t y p e  o f  P M P S  p r e s e n t  i n  t h e  s l o w l y -
g r o w i n g  m y c o b a c t e r i a  u s u a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  p a t h o g e n s  s u c h  a s  M .  t u b e r c u l o s i s  ( M e n d e s  e t  a l . ,  
2 0 1 2 ;  A l a r i c o  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  I n  a d d i t i o n ,  s o m e  g e n e s  i n v o l v e d  i n  i t s  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  h a v e  
b e e n  c o n s i d e r e d  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h ,  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b )  m a k i n g  t h e m  
p o t e n t i a l  d r u g  t a r g e t s .  
I n  r e c e n t  y e a r s  a  l o t  h a s  b e e n  r e v e a l e d  a b o u t  t h e  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  o f  M G L P .  T h e  e s s e n t i a l i t y  
o f  G p g S  ( g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  s y n t h a s e )  f o r  i n i t i a t i o n  o f  M G L P  b i o s y n t h e s i s  h a s  b e e n  
c o n f i r m e d  ( E m p a d i n h a s  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  K a u r  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  a n d  t h e  e n z y m e  G p g P  ( g l u c o s y l - 3 -
p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e )  i n v o l v e d  i n  t h e  s e c o n d  s t e p  o f  t h e  p a t h w a y  h a s  b e e n  u n c o v e r e d  
( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  T h e  i d e n t i t y  o f  t h e  e n z y m e s  r e s p o n s i b l e  f o r  e l o n g a t i o n  a n d  m e t h y l a t i o n  
( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 )  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  h a v e  b e e n  e s t a b l i s h e d ,  a l o n g s i d e  w i t h  t h e  
i n t r i c a t e  i n t e r t w i n e  o f  t h e  M G L P  p a t h w a y  w i t h  o t h e r  g l u c a n  p a t h w a y s ,  n a m e l y  f o r  g l y c o g e n  a n d  
c a p s u l a r  g l u c a n  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  S a m b o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  T h e s e  t h r e e  s t r u c t u r e s  s h a r e  a  
s i m i l a r  b a c k b o n e  o f   - ( 1  4 ) - l i n k e d  g l u c o s e s  a n d  t h e  g e n e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  
g l y c o g e n  o r  c a p s u l a r  g l u c a n  b a c k b o n e  a l s o  s e e m  t o  p l a y  a  r o l e  i n  M G L P  e l o n g a t i o n  ( S t a d t h a g e n  
e t  a l . ,  2 0 0 7 ;  S a m b o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  
M o r e o v e r ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  s u s p e c t e d  e s s e n t i a l i t y  o f  M G L P  i n  S G M ,  a  l i n k  w i t h  t h e  n e w l y  
d i s c o v e r e d  T r e S - M a k - G l g E - G l g B  p a t h w a y ,  v a l i d a t e d  a s  e s s e n t i a l  i n  M .  t u b e r c u l o s i s ,  h a s  r e c e n t l y  
e m e r g e d  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a )  (  
F i g u r e  4 . 1 ) .  T h e  e s s e n t i a l i t y  o f  t h i s  p a t h w a y  i s  r e l a t e d  t o  t h e  t o x i c  e f f e c t s  i n  m y c o b a c t e r i a l  c e l l s  
c a u s e d  b y  e x c e s s i v e  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  o f  m a l t o k i n a s e  ( M a k ) ,  m a l t o s e - 1 - p h o s p h a t e  
( M 1 P )  ( K a l s c h e u e r  e t  a l . ,  2 0 1 0 a )  a n d  t h e  h y p o t h e t i c a l  s y n e r g y  w i t h  M G L P  b i o s y n t h e s i s  m a y  
e x p o s e  n e w  s t r a t e g i e s  f o r  t h e r a p e u t i c  i n t e r v e n t i o n .   
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O f  t h e  f o u r  m a i n  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  a b o v e m e n t i o n e d  p a t h w a y ,  t h r e e  ( T r e S - G l g E - G l g B )  h a d  
t h e i r  t h r e e  d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  s o l v e d ,  M a k  b e i n g  t h e  c o n s p i c u o u s l y  m i s s i n g  s t r u c t u r e ,  
r e a s o n  w h y  w e  d e e m e d  e s s e n t i a l  i t s  e l u c i d a t i o n .  R e c o m b i n a n t  M a k
M t b
 w a s  p r o d u c e d ,  p u r i f i e d  
a n d  u n s u c c e s s f u l l y  s c r e e n e d  f o r  c r y s t a l l i z a t i o n .  A s  M .  t u b e r c u l o s i s  p r o t e i n s  a r e  o f t e n  n o t a b l y  
u n s t a b l e  ( E d w a r d s  e t  a l . ,  2 0 1 2 )  t h e  M .  v a n b a a l e n i i  o r t h o l o g u e  ( 5 9 %  i d e n t i c a l  t o  M a k
M t b
) ,  s h o w n  
t o  h a v e  m a l t o k i n a s e  a c t i v i t y ,  w a s  p r o v e d  t o  b e  a c t i v e  a n d  m o r e  s t a b l e  a n d  t h u s  i t  w a s  s e l e c t e d  
f o r  a  c o m p r e h e n s i v e  b i o c h e m i c a l  a n d  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n .  
S u r p r i s i n g l y ,  M a k
M v a n
 d i s p l a y s  a  t y p i c a l  e u k a r y o t i c  p r o t e i n  k i n a s e - l i k e  f o l d  ( E L K )  u n c o v e r i n g  a  n e w  
f a m i l y  o f  E L K s  w i t h  a n  a d d i t i o n a l  r e g u l a t o r y  N - t e r m i n a l  s u b d o m a i n  u n i q u e  t o  m a l t o k i n a s e s .  T h e  
p r o t e i n  r e v e a l e d  a n  e l o n g a t e d  c o n c a v e - s h a p e d  b i l o b a l  s t r u c t u r e  w i t h  a n  e x p o s e d  c a t a l y t i c  c l e f t .  
S i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  i n  k e y  c o n s e r v e d  r e s i d u e s  p r e d i c t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  h i g h l y  c o n s e r v e d  
r e g i o n s  b e t w e e n  M a k
M v a n
 a n d  M a k
M t b
 n a m e l y  a m o n g  t h e  P - l o o p  ( c o n t a i n i n g  t h e  r e s i d u e s  
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  - p h o s p h a t e ) ,  t h e  c a t a l y t i c  l o o p  a n d  t h e  D F E  m o t i f  ( m a g n e s i u m -
c o o r d i n a t i n g  m o t i f ) ,  a s  w e l l  a s  i n  t h e  k e y  r e s i d u e s  f o r m i n g  t h e  m a l t o s e - b i n d i n g  p o c k e t .  I n  
a c c o r d a n c e ,  t h e  s t r u c t u r e  o f  M .  t u b e r c u l o s i s  M a k  h a s  b e e n  r e c e n t l y  s o l v e d  ( L i  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  a n d  
o v e r a l l  t h e  k e y  c a t a l y t i c  e l e m e n t s  a n d  m a i n  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  a r e  c o n s e r v e d  w h e n  c o m p a r e d  
t o  M .  v a n b a a l e n i i  M a k  a n d  t h e  u n i q u e  N - t e r m i n a l  d o m a i n  w a s  a l s o  a  s h a r e d  f e a t u r e ,  a s  
p r e d i c t e d  b y  t h e  a l i g n m e n t  o f  m y c o b a c t e r i a l  M a k  s e q u e n c e s .   
A  h e t e r o - o c t a m e r i c  c o m p l e x  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  o c c u r  b e t w e e n  T r e S / M a k  a n d  t o  s i g n i f i c a n t l y  
e n h a n c e  t h e  a c t i v i t y  o f  M a k
M t b
 ( R o y  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  B e c a u s e  M a k ’ s  u n u s u a l  c a p  N - t e r m i n a l  h a s  a  
p r e d i c t e d  f l e x i b i l i t y  c o m p a t i b l e  w i t h  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n s  i t  m i g h t  r e g u l a t e  i t s  p h o s p h o t r a n s f e r  
a c t i v i t y ,  p r o v i d i n g  a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  o b s e r v e d  e n h a n c e m e n t  o f  m a l t o k i n a s e  a c t i v i t y  
u p o n  b i n d i n g  t o  T r e S .  
M a k
M t b
 w a s  t h e  f i r s t  m y c o b a c t e r i a l  M a k  t o  b e  c h a r a c t e r i z e d  a n d  l i k e  t h e  M a k
M v a n
 s t u d i e d  i n  t h i s  
w o r k  i t  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  a  m o n o m e r  ( M e n d e s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  D u r i n g  t h e  e l a b o r a t i o n  o f  t h i s  
t h e s i s ,  M a k
M t b
 s t r u c t u r e  w a s  d e t e r m i n e d  a n d  f o u n d  t o  o c c u r  i n  a  d i m e r i c  f o r m ,  r e p r e s e n t i n g  o n l y  
o n e  o f  t h e  c o n f o r m a t i o n s  a s s u m e d  b y  t h e  p r o t e i n ,  w h i c h  w a s  a l s o  f o u n d  a s  b i o a c t i v e  m o n o m e r s  
a n d  t e t r a m e r i c  o l i g o m e r s  ( L i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  a u t h o r s  h y p o t h e s i z e d  t h a t  M a k
M t b
 u n d e r g o e s  
s i g n a l - i n d e p e n d e n t  h o m o t y p i c  d i m e r i z a t i o n  m e d i a t e d  b y  t h e  N - l o b e  a n d  t h e y  b u i l t  a  i n  s i l i c o  
m o d e l  f o r  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  M a K  w i t h  T r e S  w i t h  t h e  N - t e r m i n u s  o f  M a k  p l a c e d  i n  p r o x i m i t y  o f  
t h e  C - t e r m i n u s  o f  T r e S ,  a s  i t  w o u l d  b e  i n  t h e  o r g a n i s m s  t h a t  p r e s e n t  t h e  t h e  n a t u r a l l y  f u s e d  
b i f u n c t i o n a l  g e n e .  I n  t h i s  m o d e l ,  a  d i m e r  o f  M a k  f i t s  o n  e a c h  f a c e  o f  a  T r e S  t e t r a m e r  a n d  t h e  
T r e S - M a K  c o m p l e x  p r e s e n t s  a l i g n e d  a c t i v e  s i t e s  i n  a  m a n n e r  t h a t  f a c i l i t a t e s  t h e  f l o w  o f  p r o d u c t .  
H y p o t h e t i c a l l y ,  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  t o x i c  M 1 P  c o u l d  b e  p r e v e n t e d  t h r o u g h  t h e  a s s e m b l a g e  o f  a  
c o m p l e x  b e t w e e n  T r e S ,  M a K  a n d  G l g E  i n  w h i c h  a  d i m e r  o f  G l g E  c o u l d  p o s s i b l y  f i t  o n  t h e  
u n o c c u p i e d  f a c e  o f  t h e  M a K  d i m e r  g i v i n g  r i s e  t o  a  s u p e r  c o m p l e x  w i t h  t h e  p u t a t i v e  a r r a n g e m e n t  
G l g E  d i m e r  –  M a K  d i m e r  –  T r e s  t e t r a m e r  –  M a K  d i m e r  –  G l g E  d i m e r .  H o w e v e r ,  b i o c h e m i c a l  
e v i d e n c e  f o r  s u c h  a  T r e S - M a K - G l g E  c o m p l e x  i n  a n y  o l i g o m e r i c  o r g a n i z a t i o n  i s  s t i l l  m i s s i n g .  
A u s p i c i o u s l y ,  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  M a k  s t r u c t u r e  t a k e s  u s  o n e  s t e p  c l o s e r  t o  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  o f  
n e w  a n t i - t u b e r c u l o u s  c o m p o u n d s  t h u s  c o n t r i b u t i n g  t o w a r d s  b e t t e r  t o o l s  t o  f i g h t  o n e  o f  t h e  m o s t  
p r o b l e m a t i c  r e - e m e r g i n g  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  i n  t h e  w o r l d .  
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  - g l u c a n  b i o s y n t h e s i s  i n  m y c o b a c t e r i a .  E n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  
t r e h a l o s e  p a t h w a y s  a r e  b o x e d  i n  b l u e ,  e n z y m e s  i n v o l v e d  i n  t h e  n e w l y  d i s c o v e r e d  G l g E  p a t h w a y  a r e  b o x e d  i n  r e d .  
G l y c o g e n  p a t h w a y  i n  g r e e n .  M G L P  p a t h w a y  i n  o r a n g e .  G g H  p a t h w a y  o n l y  p r e s e n t  i n  R G M  r e p r e s e n t e d  i n  y e l l o w .  
T e n t a t i v e  a s s i g n m e n t  o f  O c t T  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n  a n d  o t h e r  p o s t u l a t e d  f u n c t i o n s  r e p r e s e n t  b y  d a s h e d  l i n e s .  T h e  
e x t e n s i o n  a n d  m e t h y l a t i o n  r e a c t i o n s  a r e  p r o p o s e d  t o  o c c u r  c o n c o m i t a n t l y  ( K a m i s a n g o  e t  a l . ,  1 9 8 7 )  c a t a l y z e d  
r e s p e c t i v e l y  b y   
  - ( 1  4 )  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e  ( R v 3 0 3 2  o r  R v 1 2 1 2 c )  a n d  b y  S A M - d e p e n d e n t  m e t h y l t r a n s f e r a s e s  
( S t a d t h a g e n e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  B r a n c h i n g  a n d  a c y l a t i o n  s t e p s  a r e  u n k n o w n .  3 - P G A ,  D - 3 - p h o s p h o g l y c e r i c  a c i d ;  G A ,  g l y c e r i c  
a c i d ;  A B C  T S ,  A B C  t r a n s p o r t e r  s y s t e m .  
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I n  r e c e n t  y e a r s ,  t h e  i n c r e a s i n g  n u m b e r s  o f  T B  i n c i d e n c e  a n d  t h e  g r o w i n g  r e s i s t a n c e  t o  t h e  
a v a i l a b l e  a n t i - T B  t h e r a p i e s  r e n d e r e d  M G L P s  a  t a r g e t  o f  r e n e w e d  i n t e r e s t  u n c o v e r i n g  n e w  d e t a i l s  
r e g a r d i n g  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e s e  i m p o r t a n t  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s .  A f t e r  a s s i g n i n g  t h e  g l u c o s y l -
3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e  ( G p g S )  f u n c t i o n  t o  t h e  R v 2 4 1 9 c  g e n e  t h e  f u n c t i o n a l  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  g e n e  R v 2 4 1 8 c  a s  a n  a c y l t r a n s f e r a s e  i n v o l v e d  i n  M G L P  b i o s y n t h e s i s  w a s  
p a r t i c u l a r l y  s t r i k i n g  b e c a u s e  o f  i t s  a n n o t a t i o n  a s  a  p u t a t i v e  G D S L  e s t e r a s e .  W i t h  t h i s  w o r k  w e  
f u r t h e r  u n v e i l  M G L P  c o m p l e x  b i o g e n e s i s  t h r o u g h  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a n  e n z y m e  w e  b e l i e v e  t o  
b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  4
t h
 b i o s y n t h e t i c  s t e p  i n  t h e  p a t h w a y .  T h e  e n z y m e  i s  c a p a b l e  o f  
o c t a n o y l a t i n g  t h e  p r i m e r s  f o r  M G L P  a s s e m b l y ,  G G  a n d  D G G ,  t o u g h ,  i n  c o n t r a s t  t o  w h a t  w o u l d  
b e  e x p e c t e d  f r o m  p r e v i o u s  s t u d i e s ,  t h e  t r a n s f e r  o f  o c t o n o a t e  i n  v i t r o  d o e s  n o t  o c c u r  t o  t h e  
p r i m a r y  O H  i n  t h e  g l y c e r i c  a c i d  o f  t h e s e  g l y c o s i d e s  ( T u n g  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 )  b u t  t o  t h e  C 6 - O H  o f  
g l u c o s e  F i g u r e  4 . 2  p a n e l s  2 / 4 )  .  G     
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  - ( 1  6 ) ,  
i n  c a s e  o c t a n o y l a t i o n  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e  G G  o c c u r s  i n  v i v o  i t  w o u l d  t h w a r t  e l o n g a t i o n  o f  t h e   -
( 1  4 )  M G L P  m a i n  c h a i n .  T h i s  h y p o t h e t i c a l  r e a c t i o n  c o u l d  r e p r e s e n t  a  r e g u l a t o r y  f u n c t i o n  o f  
M G L P  a s s e m b l y  i n  v i v o  t h a t  m i g h t  p l a y  a  r o l e  i n  m y c o b a c t e r i a  l a c k i n g  G G  h y d r o l a s e  ( G g H )  w h i c h  
w a s  a l s o  r e c e n t l y  s h o w n  t o  s p e c i f i c a l l y  h y d r o l y z e  t h e  M G L P  p r i m e r  G G  a n d  h y p o t h e s i z e d  t o  h a v e  
a  r o l e  i n  f i n e - t u n n i n g  M G L P  a s s e m b l y  d u r i n g  s p e c i f i c  g r o w t h  c o n d i t i o n s  o r  s t r e s s  ( A l a r i c o  e t  a l . ,  
2 0 1 4 ) .  H o w e v e r ,  t h e  r e g u l a t o r y  e v e n t s  c o o r d i n a t i n g  M G L P  b i o s y n t h e s i s  h a v e  n o t  b e e n  
i n v e s t i g a t e d .  
B a s e d  o n  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e  a n d  t h e  s t u d i e s  o f  T u n g  a n d  B a l l o u  ( T u n g  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 )  
w e  p r o p o s e  t h a t  a t  l e a s t  t h r e e  e n z y m e s  a r e  i n v o l v e d  i n  M G L P  a c y l a t i o n ,  o n e  f o r  t h e  n o n -
r e d u c i n g  e n d  a c y l a t i o n  ( t r a n s f e r r i n g  a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e  a n d  i s o b u t y r a t e ) ,  a n o t h e r  f o r  t h e  
a d d i t i o n  o f  s u c c i   	 
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  - ( 1  3 )  g l u c o s e  b r a n c h e s  a n d  a  t h i r d  f o r  o c t a n o y l a t i o n  o f  t h e  
r e d u c i n g  e n d  M G L P ,  c a t a l y z e d  b y  R v 2 4 1 8 c  a s  p r o p o s e d  i n  t h i s  w o r k .  G e n e t i c  c o n t e x t  a n a l y s e s  
s u g g e s t s  t h a t  t h e  p u t a t i v e  a c e t y l t r a n s f e r a s e  g e n e  R v 3 0 3 4 c  l o c a t e d  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  o f  a  c l u s t e r  
c o n t a i n i n g  R v 3 0 3 0  a n d  R v 3 0 3 2  i s  a  s u i t a b l e  c a n d i d a t e  t o  c a r r y  o u t  o n e  o f  t h e  r e m a i n i n g  M G L P  
a c y l a t i o n  s t e p s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .   
T h e  r o l e  o f  a c y l a t i o n  i s  l a r g e l y  u n k n o w n  b u t  t h e  s h o r t  c h a i n  n e u t r a l  a c y l  g r o u p s  a r e  e x p e c t e d ,  
l i k e  m e t h y l a t i o n ,  t o  e n h a n c e  t h e  n o n p o l a r  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  w i t h  i t s  h o s t  f a t t y  
a c i d  a d d i n g  h y d r o p h o b i c i t y  t o  t h e  i n n e r  c o i l  c a v i t y  m a k i n g  t h e m  p i v o t a l  i n  t h e  p o l y s a c c h a r i d e ’ s  
c o m p l e x i n g  a b i l i t y  ( H i n d s g a u l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 ) .  A c y l a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  t o  r e g u l a t e  
t h e  l e v e l s  a n d  o c c u r r e n c e  o f  e i t h e r  6 - O  o r  3 - O  m e t h y l a t i o n  ( G r e l l e r t  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 ) .  T h e  r o l e s  
s u g g e s t e d  f o r  o c t a n o y l a t i o n  i n c l u d e  s t a b i l i z i n g  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  i n  h e l i c a l  c o n f o r m a t i o n .  I n  t h e  
a b s e n c e  o f  b o u n d  f a t t y  a c y l - C o A  o c t a n o a t e  c a n  f o r m  a n  a x i s  a r o u n d  w h i c h  M G L P  f o l d s ,  r a i s i n g  
t h e  i n t e r a c t i o n  e n e r g y  r e q u i r e d  f o r  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  o c t a n o y l  g r o u p  a n d  c o m p l e x a t i o n  
w i t h  l o n g e r  f a t t y  a c y l - C o A s  t h u s  c o n f e r r i n g  t o  M G L P  f u r t h e r  d i s c r i m i n a t o r y  c a p a b i l i t y  w h e n  
c o m p a r e d  t o  M M P  ( H i n d s g a u l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 4 ) .  T h e  f a c t  t h a t  o c t a n o a t e  i s  l i n k e d  t o  t h e  s e c o n d  
g l u c o s e  o f  D G G  c o u l d  c o n f e r  t o  t h i s  e s t e r  g r o u p  a  p r i v i l e g e d          
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  - ( 1  4 )  
m a i n  c h a i n  c o u l d  b e  e x t e n d e d .  T h e  o c t a n o a t e  g r o u p  w a s  a l s o  s u g g e s t e d  t o  a n c h o r  M G L P  
i n t e r m e d i a t e s  t o  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  d u r i n g  t h e  e l o n g a t i o n  s t e p s  ( S m i t h  a n d  B a l l o u ,  
1 9 7 3 ) .   
 
 
 8 8 C h a p t e r 4  
 
F i g u r e  4 . 2  -  E v o l u t i o n  o f  M G L P  s t r u c t u r e  a n d  a c y l a t i o n  p o s i t i o n  o v e r  t i m e .  B l u e  c i r c l e s  r e p r e s e n t  a n y  o f  t h e  a c y l  g r o u p s  
d e t e c t e d  i n  M G L P  ( a c e t a t e ,  p r o p i o n a t e ,  i s o b u t y r a t e ,  s u c c i n a t e  o r  o c t a n o a t e ) ;  p u r p l e  c i r c l e s  r e p r e s e n t  a c e t a t e ,  
p r o p i o n a t e  o r  i s o b u t y r a t e ;  g r e e n  c i r c l e s  r e p r e s e n t  s u c c i n a t e  a n d  o r a n g e  c i r c l e s  r e p r e s e n t  o c t a n o a t e .  ( G r a y  a n d  B a l l o u ,  
1 9 7 2 ;  S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  F o r s b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  D e l l  a n d  B a l l o u ,  1 9 8 3 ;  T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  T h e  f o r t h  p a n e l  
r e p r e s e n t s  t h e  c l a s s i c a l l y  a c c e p t e d  s t r u c t u r e  o f  M G L P  f r o m  M .  b o v i s  B C G  ( T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  
2 0 0 9 ) .  T h e  b o t t o m  p a n e l  r e p r e s e n t s  t h e  s t r u c t u r e  o f  M G L P  w i t h  t h e  p r o p o s e d  o c t a n o y l a t i o n  p o s i t i o n  a s  i n d i c a t e d  b y  
t h e  p r e s e n t  s t u d y .  
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H o w e v e r ,  t h e  o c t a n o y l  g r o u p  i s  a  m u c h  s m a l l e r  c h a i n  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  e s t e r  g r o u p s  t h a t  
n o r m a l l y  a n c h o r  p r o t e i n s  o r  o t h e r  c o m p o u n d  t o  t h e  m e m b r a n e .  T h e  m o s t  c o m m o n  o u t c o m e  o f  
l i p i d  m o d i f i c a t i o n  i n  a  p r o t e i n  i s  a n  i n c r e a s e d  a f f i n i t y  f o r  m e m b r a n e s ,  n o n e t h e l e s s  w h e n  p r o t e i n s  
a r e  m o d i f i e d  w i t h  m y r i s t a t e  ( C 1 4 ,  t h e  s m a l l e s t  e s t e r  t h a t  m o d i f i e s  p r o t e i n s )  i t s  m a j o r  f u n c t i o n  i s  
o n l y  t o  a s s i s t  i n  d i r e c t i n g  t h e  m o d i f i e d  p r o t e i n  t o  m e m b r a n e s  b u t  n o t  b e i n g  s u f f i c i e n t l y  
h y d r o p h o b i c  t o  s t a b l y  a n c h o r  i t  t o  a  l i p i d  b i l a y e r  ( R e s h ,  2 0 1 3 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  t h i s  h y p o t h e t i c a l  
a n c h o r a g e  o f  M G L P - b o u n d  o c t a n o a t e  t o  t h e  m e m b r a n e  w o u l d  b e  v e r y  t r a n s i e n t ,  p r o g r e s s i v e l y  
d e t a c h i n g  w i t h  t h e  g r o w i n g  o f  t h e  M G L P  c h a i n .  
S i n c e  t h e  e a r l y  w o r k  c o n d u c t e d  a t  C l i n t o n  B a l l o u ’ s  l a b o r a t o r y  o n  M G L P  s t r u c t u r e  ( S a i e r  a n d  
B a l l o u ,  1 9 6 8 b ;  G r a y  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 2 ;  S m i t h  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ;  F o r s b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  t h e  c o r e  
s t r u c t u r e  h a s  b e e n  r e v i s e d  t w i c e .  O n c e  f o r  t h e  a d d i t i o n  o f  a  s i d e  c h a i n  g l u c o s e  u n i t  ( F o r s b e r g  e t  
a l . ,  1 9 8 2 )  ( F i g u r e  4 . 2 ,  p a n e l  3 )  a n d  l a t t e r ,  i n  1 9 9 8 ,  l e a d i n g  t o  t h e  c u r r e n t l y  a c c e p t e d  s t r u c t u r e  
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  - ( 1  3 )  ( F i g u r e  4 . 2 ,  p a n e l  4 )  ( T u f f a l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  
H o w e v e r ,  i n  t h e s e  s t u d i e s  t h e  a c y l a t i o n  p o s i t i o n s  w e r e  n o t  r e - a n a l y z e d  a n d  t h e  m o s t  r e c e n t  
i n f o r m a t i o n  a b o u t  a c y l a t i o n  d a t e s  b a c k  t o  s t u d i e s  c o n d u c t e d  i n  1 9 8 3  ( F i g u r e  4 . 2  p a n e l  3 )  ( D e l l  
a n d  B a l l o u ,  1 9 8 3 ;  T u n g  a n d  B a l l o u ,  1 9 7 3 ) .  B a s e d  o n  p r e v i o u s  s t u d i e s  a n d  i n  o u r  i n  v i t r o  r e s u l t s  
w e  p r o p o s e  t h a t  M G L P  i s  l i k e l y  o c t a n o y l a t e d  i n  t h e  s e c o n d  g l u c o s e  o f  t h e  M G L P  b a c k b o n e  i n  
v i v o  b u t  w e  c a n n o t  e x c l u d e  a  p o s s i b l e  a d d i t i o n a l  a c y l a t i o n  s i t e  o c c u r r i n g  i n  t h e  g l y c e r i c  a c i d  
m o i e t y  ( F i g u r e  4 . 2 ,  l a s t  p a n e l ) .  T o  e s t a b l i s h  t h e  a c y l a t i o n  p o s i t i o n s  o n  t h e  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  
a n d  h e t e r o g e n e o u s l y  a c y l a t e d  f o r m s  o f  M G L P  a d d i t i o n a l  s t u d i e s  a r e  m a n d a t o r y .  
A l t h o u g h  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  a  n o v e l  g e n e  t o  t h e  b i o s y n t h e t i c  r o u t e  o f  M G L P  d i s c l o s e s  a n  
a d d i t i o n a l  f u n c t i o n  i n  t h e  M .  t u b e r c u l o s i s  g e n o m e  a n d  p r o v i d e s  n e w  c l u e s  i n t o  M G L P  a c y l a t i o n ,  
t h e  p r e l i m i n a r y  s t u d i e s  o n  t h i s  e n z y m e  r e p o r t e d  h e r e  m u s t  b e  t r a n s p o s e d  t o  a  p h y s i o l o g i c a l  
c o n t e x t  t o  c o n f i r m  O c t T  i n v o l v e m e n t  i n  M G L P  b i o s y n t h e s i s  i n  v i v o .  B e c a u s e  t h e  R v 2 4 1 8 c  g e n e  
h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  g r o w t h  ( G r i f f i n  e t  a l . ,  2 0 1 1 b )  a n d  
h o m o l o g u e s  a r e  a b s e n t  f r o m  e u k a r y o t e s ,  i t  r e p r e s e n t s  a  g o o d  c a n d i d a t e  f o r  f u t u r e  d r u g  
d i s c o v e r y  e f f o r t s .   
B y  p r e s u m a b l y  f o r m i n g  c o m p l e x e s  w i t h  n e o  s y n t h e s i z e d  f a t t y  a c y l - C o A s  a n d  i n t e r a c t i n g  w i t h  
F A S - I ,  P M P S s  m a y  s e r v e  a s  s t o r a g e  a n d  F A s  c a r r i e r s  a l l o w i n g  m y c o b a c t e r i a  t o  p r o d u c e  t h e  l e v e l s  
r e q u i r e d  t o  b u i l d  d i f f e r e n t  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s ,  n a m e l y  p h o s p h o l i p i d s ,  g l y c o l i p d s  a n d  t h e  c e l l  
e n v e l o p e  M A s  i n d i s p e n s a b l e  f o r  m y c o b a c t e r i a l  p a t h o g e n e s i s  ( B a r r y  I I I  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  A l t h o u g h  
d i s r u p t i o n  o f  t h e  M G L P  p a t h w a y  h a s  s o  f a r  b e e n  u n s u c c e s s f u l  i n  u n s e t t l i n g  F A s  o r  M A s  
m e t a b o l i s m ,  s u c h  m u t a g e n e s i s  r e s u l t s  w e r e  n o n e t h e l e s s  c r u c i a l  t o  u n c o v e r  i m p o r t a n t  c l u e s  
l i n k i n g  M G L P s  b i o s y n t h e s i s  a n d  m y c o b a c t e r i a l  a d a p t a t i o n  t o  t h e r m a l  s t r e s s  ( S t a d t h a g e n  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ;  J a c k s o n  a n d  B r e n n a n ,  2 0 0 9 ) .  T h e  p r e c i s e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  M G L P  a i d s  t h e r m a l  
a d a p t a t i o n  r e m a i n s  u n c l e a r  b u t  h y p o t h e t i c a l l y  t h e y  c o u l d  p r o v i d e  a  c e r t a i n  d e g r e e  o f  p l a s t i c i t y  
n e c e s s a r y  t o  m a i n t a i n  t h e  c e l l  e n v e l o p e  h o m e o s t a s i s  e s s e n t i a l  f o r  s u r v i v a l  u n d e r  c h a l l e n g i n g  
e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  w i t h  e x p e c t e d  i m p l i c a t i o n s  a l s o  f o r  p a t h o g e n e s i s .  H e n c e ,  t h e  
e l u c i d a t i o n  o f  a d d i t i o n a l  b i o s y n t h e t i c  s t e p s  i n  t h i s  i m p o r t a n t  p a t h w a y  a n d  i t s  i n t e r c o n n e c t i o n  
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w i t h  o t h e r  m e t a b o l i c  r o u t e s  w a r r a n t s  f u r t h e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h o s e  m e c h a n i s m s  p l a c i n g  u s  
c l o s e r  t o  d e v i s e  n e w  s t r a t e g i e s  t o  f i g h t  m y c o b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s .  
S e v e r a l  q u e s t i o n s  r e m a i n  u n a n s w e r e d  n o t  o n l y  a b o u t  t h e  M G L P  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  b u t  a l s o  
i n  i t s  i n t e r c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  G l g E  p a t h w a y  a n d  r e g a r d i n g  t h e  m e c h a n i s t i c  f l o w  o f  
i n t e r m e d i a t e s .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  f i n d i n g s  r e p o r t e d  h e r e  o n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  M a k  s t r u c t u r e  a n d  
t h e  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  o c t a n o y l t r a n s f e r a s e  a d d  n e w  i n s i g h t s  i n t o  a  i n t r i c a t e  
a n d  v i t a l  m y c o b a c t e r i a l  p a t h w a y ,  w h i c h  m a y  i n s p i r e  n e w  d r u g  d i s c o v e r y  s t r a t e g i e s .  
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R e f e r e n c e s  
 
 
A k o h ,  C . C . ,  L e e ,  G . C . ,  L i a w ,  Y . C . ,  H u a n g ,  T . H . ,  a n d  S h a w ,  J . F .  ( 2 0 0 4 ) .  G D S L  f a m i l y  o f  s e r i n e  
e s t e r a s e s / l i p a s e s .  P r o g r e s s  i n  l i p i d  r e s e a r c h  4 3  ( 6 ) :  p .  5 3 4 - 5 5 2 .  
A l a r i c o ,  S . ,  C o s t a ,  M . ,  S o u s a ,  M . S . ,  M a r a n h a ,  A . ,  L o u r e n c o ,  E . C . ,  F a r i a ,  T . Q . ,  V e n t u r a ,  M . R . ,  a n d  
E m p a d i n h a s ,  N .  ( 2 0 1 4 ) .  M y c o b a c t e r i u m  h a s s i a c u m  r e c o v e r s  f r o m  n i t r o g e n  s t a r v a t i o n  w i t h  u p -
r e g u l a t i o n  o f  a  n o v e l  g l u c o s y l g l y c e r a t e  h y d r o l a s e  a n d  d e p l e t i o n  o f  t h e  a c c u m u l a t e d  
g l u c o s y l g l y c e r a t e .  S c i e n t i f i c  r e p o r t s  4 :  p .  6 7 6 6 .  
A r m a r e g o ,  W . L . F . ,  a n d  C h a i ,  C . L . L .  ( 2 0 0 3 ) .  P u r i f i c a t i o n  o f  L a b o r a t o r y  C h e m i c a l s ,  5 t h  e d n  
( B u t t e r w o r t h - H e i n e m a n n :  B u r l i n g t o n ) .  
A s c e n z i ,  J . M . ,  a n d  V e s t a l ,  J . R .  ( 1 9 7 9 ) .  R e g u l a t i o n  o f  f a t t y  a c i d  b i o s y n t h e s i s  b y  h y d r o c a r b o n  
s u b s t r a t e s  i n  M y c o b a c t e r i u m  c o n v o l u t u m .  J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  1 3 7  ( 1 ) :  p .  3 8 4 - 3 9 0 .  
A x e l r o d ,  S . ,  O s c h k i n a t ,  H . ,  E n d e r s ,  J . ,  S c h l e g e l ,  B . ,  B r i n k m a n n ,  V . ,  K a u f m a n n ,  S . H . E . ,  H a a s ,  A . ,  a n d  
S c h a i b l e ,  U . E .  ( 2 0 0 8 ) .  D e l a y  o f  p h a g o s o m e  m a t u r a t i o n  b y  a  m y c o b a c t e r i a l  l i p i d  i s  r e v e r s e d  b y  
n i t r i c  o x i d e .  C e l l u l a r  M i c r o b i o l o g y  1 0  ( 7 ) :  p .  1 5 3 0 - 1 5 4 5 .  
B a b a ,  T . ,  K a n e d a ,  K . ,  K u s u n o s e ,  E . ,  K u s u n o s e ,  M . ,  a n d  Y a n o ,  I .  ( 1 9 8 9 ) .  T h e r m a l l y  a d a p t i v e  
c h a n g e s  o f  m y c o l i c  a c i d s  i n  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s .  J o u r n a l  o f  B i o c h e m i s t r y  1 0 6  ( 1 ) :  p .  8 1 -
8 6 .  
B a i ,  M . ,  N i ,  J . ,  S h e n ,  S . ,  W u ,  J . ,  H u a n g ,  Q . ,  L e ,  Y . ,  a n d  Y u ,  L .  ( 2 0 1 4 ) .  T w o  n e w l y  i d e n t i f i e d  s i t e s  i n  
t h e  N - t e r m i n a l  r e g u l a t o r y  d o m a i n  o f  A u r o r a - A  a r e  e s s e n t i a l  f o r  a u t o - i n h i b i t i o n .  B i o t e c h n o l o g y  
L e t t e r s  3 6  ( 8 ) :  p .  1 5 9 5 - 1 6 0 4 .  
B a n i s ,  R . J . ,  P e t e r s o n ,  D . O . ,  a n d  B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 7 ) .  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s  f a t t y  a c i d  
s y n t h e t a s e .  P o l y s a c c h a r i d e  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  r a t e - l i m i t i n g  s t e p .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  
2 5 2  ( 1 6 ) :  p .  5 7 4 0 - 5 7 4 4 .  
B a r r y  I I I ,  C . E . ,  L e e ,  R . E . ,  M d l u l i ,  K . ,  S a m p s o n ,  A . E . ,  S c h r o e d e r ,  B . G . ,  S l a y d e n ,  R . A . ,  a n d  Y u a n ,  Y .  
( 1 9 9 8 ) .  M y c o l i c  a c i d s :  s t r u c t u r e ,  b i o s y n t h e s i s  a n d  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s .  P r o g r e s s  i n  L i p i d  
R e s e a r c h  3 7  ( 2 – 3 ) :  p .  1 4 3 - 1 7 9 .  
B a s h i r i ,  G . ,  a n d  B a k e r ,  E . N .  ( 2 0 1 5 ) .  P r o d u c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s  i n  M y c o b a c t e r i u m  
s m e g m a t i s  f o r  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  s t u d i e s .  P r o t e i n  S c i e n c e  2 4  ( 1 ) :  p .  1 - 1 0 .  
B a s h i r i ,  G . ,  P e r k o w s k i ,  E . F . ,  T u r n e r ,  A . P . ,  F e l t c h e r ,  M . E . ,  B r a u n s t e i n ,  M . ,  a n d  B a k e r ,  E . N .  ( 2 0 1 2 ) .  
T a t – D e p e n d e n t  T r a n s l o c a t i o n  o f  a n  F
4 2 0
– B i n d i n g  P r o t e i n  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  P L o S  
O N E  7  ( 1 0 ) :  p .  e 4 5 0 0 3 .  
B a t e s ,  M . ,  M a r a i s ,  B . J . ,  a n d  Z u m l a ,  A .  ( 2 0 1 5 ) .  T u b e r c u l o s i s  C o m o r b i d i t y  w i t h  C o m m u n i c a b l e  a n d  
N o n c o m m u n i c a b l e  D i s e a s e s .  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  P e r s p e c t i v e s  i n  M e d i c i n e :  p .  a 0 1 7 8 8 9 .  
B e r g ,  S . ,  K a u r ,  D . ,  J a c k s o n ,  M . ,  a n d  B r e n n a n ,  P . J .  ( 2 0 0 7 ) .  T h e  g l y c o s y l t r a n s f e r a s e s  o f  
M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s — r o l e s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  a r a b i n o g a l a c t a n ,  l i p o a r a b i n o m a n n a n ,  
a n d  o t h e r  g l y c o c o n j u g a t e s .  G l y c o b i o l o g y  1 7  ( 6 ) :  p .  3 5 R - 5 6 R .  
B e r g e r o n ,  R . ,  M a c h i d a ,  Y . ,  a n d  B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 5 ) .  C o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  m y c o b a c t e r i a l  
p o l y s a c c h a r i d e s  o r  c y c l o d e x t r i n s  a n d  p a l m i t o y l  c o e n z y m e  A .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 5 0  
( 4 ) :  p .  1 2 2 3 - 1 2 3 0 .  
B e s r a ,  G . S . ,  K h o o ,  K . - H . ,  B e l i s l e ,  J . T . ,  M c N e i l ,  M . R . ,  M o r r i s ,  H . R . ,  D e l l ,  A . ,  a n d  B r e n n a n ,  P . J .  ( 1 9 9 4 ) .  
N e w  p y r u v y l a t e d ,  g l y c o s y l a t e d  a c y l t r e h a l o s e s  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s  s t r a i n s ,  a n d  t h e i r  
i m p l i c a t i o n s  f o r  p h a g e  r e s i s t a n c e  i n  m y c o b a c t e r i a .  C a r b o h y d r a t e  R e s e a r c h  2 5 1 :  p .  9 9 - 1 1 4 .  
B i a s i n i ,  M . ,  B i e n e r t ,  S . ,  W a t e r h o u s e ,  A . ,  A r n o l d ,  K . ,  S t u d e r ,  G . ,  S c h m i d t ,  T . ,  K i e f e r ,  F . ,  C a s s a r i n o ,  
T . G . ,  B e r t o n i ,  M . ,  B o r d o l i ,  L . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 4 ) .  S W I S S - M O D E L :  m o d e l l i n g  p r o t e i n  t e r t i a r y  a n d  
q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e  u s i n g  e v o l u t i o n a r y  i n f o r m a t i o n .  N u c l e i c  A c i d s  R e s e a r c h  4 2  ( W 1 ) :  p .  W 2 5 2 -
W 2 5 8 .  
B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 5 ) .  F a t t y  a c i d  s y n t h a s e s  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  p h l e i .  I n  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  
L i p i d s  P a r t  B ,  M . L .  J o h n ,  E d i t o r  A c a d e m i c  P r e s s :   p .  8 4 - 9 0 .  
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B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 7 ) .  C o n t r o l  M e c h a n i s m s  f o r  F a t t y  A c i d  S y n t h e s i s  i n  M y c o b a c t e r i u m  S m e g m a t i s .  I n  
A d v a n c e s  i n  E n z y m o l o g y  a n d  R e l a t e d  A r e a s  o f  M o l e c u l a r  B i o l o g y ,  A .  M e i s t e r ,  E d i t o r  J o h n  W i l e y  
&  S o n s ,  I n c . :  H o b o k e n ,  N J  p .  1 - 8 4 .  
B l o c h ,  K . ,  a n d  V a n c e ,  D .  ( 1 9 7 7 ) .  C o n t r o l  m e c h a n i s m s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s .  
A n n u a l  R e v i e w  o f  B i o c h e m i s t r y  4 6 :  p .  2 6 3 - 2 9 8 .  
B o n d ,  C . S . ,  a n d  S c h u t t e l k o p f ,  A . W .  ( 2 0 0 9 ) .  A L I N E :  a  W Y S I W Y G  p r o t e i n - s e q u e n c e  a l i g n m e n t  e d i t o r  
f o r  p u b l i c a t i o n - q u a l i t y  a l i g n m e n t s .  A c t a  C r y s t a l l o g r a p h i c a  S e c t i o n  D  6 5  ( 5 ) :  p .  5 1 0 - 5 1 2 .  
B r e n n a n ,  P . J .  ( 2 0 0 3 ) .  S t r u c t u r e ,  f u n c t i o n ,  a n d  b i o g e n e s i s  o f  t h e  c e l l  w a l l  o f  M y c o b a c t e r i u m  
t u b e r c u l o s i s .  T u b e r c u l o s i s  8 3  ( 1 – 3 ) :  p .  9 1 - 9 7 .  
B r i t e s ,  D . ,  a n d  G a g n e u x ,  S .  ( 2 0 1 5 ) .  C o - e v o l u t i o n  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  a n d  H o m o  
s a p i e n s .  I m m u n o l o g i c a l  R e v i e w s  2 6 4  ( 1 ) :  p .  6 - 2 4 .  
B r o s c h ,  R . ,  G o r d o n ,  S . V . ,  M a r m i e s s e ,  M . ,  B r o d i n ,  P . ,  B u c h r i e s e r ,  C . ,  E i g l m e i e r ,  K . ,  G a r n i e r ,  T . ,  
G u t i e r r e z ,  C . ,  H e w i n s o n ,  G . ,  K r e m e r ,  K . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 2 ) .  A  n e w  e v o l u t i o n a r y  s c e n a r i o  f o r  t h e  
M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  c o m p l e x .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  9 9  ( 6 ) :  
p .  3 6 8 4 - 3 6 8 9 .  
B u r k ,  D . L . ,  H o n ,  W . C . ,  L e u n g ,  A . K . W . ,  a n d  B e r g h u i s ,  A . M .  ( 2 0 0 1 ) .  S t r u c t u r a l  A n a l y s e s  o f  
N u c l e o t i d e  B i n d i n g  t o  a n  A m i n o g l y c o s i d e  P h o s p h o t r a n s f e r a s e .  B i o c h e m i s t r y  4 0  ( 3 0 ) :  p .  8 7 5 6 -
8 7 6 4 .  
C a n d y ,  D . J . ,  a n d  B a d d i l e y ,  J .  ( 1 9 6 6 ) .  3 - O - m e t h y l - D - m a n n o s e  f r o m  S t r e p t o m y c e s  g r i s e u s .  
B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  9 8  ( 1 ) :  p .  1 5 - 1 8 .  
C a n e r ,  S . ,  N g u y e n ,  N . ,  A g u d a ,  A . ,  Z h a n g ,  R . ,  P a n ,  Y . T . ,  W i t h e r s ,  S . G . ,  a n d  B r a y e r ,  G . D .  ( 2 0 1 3 ) .  T h e  
s t r u c t u r e  o f  t h e  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s  t r e h a l o s e  s y n t h a s e  r e v e a l s  a n  u n u s u a l  a c t i v e  s i t e  
c o n f i g u r a t i o n  a n d  a c a r b o s e - b i n d i n g  m o d e .  G l y c o b i o l o g y  2 3  ( 9 ) :  p .  1 0 7 5 - 1 0 8 3 .  
C h a k r o b o r t y ,  A .  ( 2 0 1 1 ) .  D r u g - r e s i s t a n t  t u b e r c u l o s i s :  a n  i n s u r m o u n t a b l e  e p i d e m i c ?  
I n f l a m m o p h a r m a c o l o g y  1 9  ( 3 ) :  p .  1 3 1 - 1 3 7 .  
C h a n d r a ,  G . ,  C h a t e r ,  K . F . ,  a n d  B o r n e m a n n ,  S .  ( 2 0 1 1 ) .  U n e x p e c t e d  a n d  w i d e s p r e a d  c o n n e c t i o n s  
b e t w e e n  b a c t e r i a l  g l y c o g e n  a n d  t r e h a l o s e  m e t a b o l i s m .  M i c r o b i o l o g y  1 5 7  ( P t  6 ) :  p .  1 5 6 5 - 1 5 7 2 .  
C h e n ,  W . ,  B i s w a s ,  T . ,  P o r t e r ,  V . R . ,  T s o d i k o v ,  O . V . ,  a n d  G a r n e a u - T s o d i k o v a ,  S .  ( 2 0 1 1 ) .  U n u s u a l  
r e g i o v e r s a t i l i t y  o f  a c e t y l t r a n s f e r a s e  E i s ,  a  c a u s e  o f  d r u g  r e s i s t a n c e  i n  X D R - T B .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  
N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  1 0 8  ( 2 4 ) :  p .  9 8 0 4 - 9 8 0 8 .  
C h o i ,  K . - H . ,  K r e m e r ,  L . ,  B e s r a ,  G . S . ,  a n d  R o c k ,  C . O .  ( 2 0 0 0 ) .  I d e n t i f i c a t i o n  a n d  S u b s t r a t e  S p e c i f i c i t y  
    - K e t o a c y l  ( A c y l  C a r r i e r  P r o t e i n )  S y n t h a s e  I I I  ( m t F a b H )  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  
J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 7 5  ( 3 6 ) :  p .  2 8 2 0 1 - 2 8 2 0 7 .  
C h o p r a ,  I . ,  a n d  B r e n n a n ,  P .  ( 1 9 9 8 ) .  M o l e c u l a r  a c t i o n  o f  a n t i - m y c o b a c t e r i a l  a g e n t s .  T u b e r c l e  a n d  
L u n g  D i s e a s e  7 8  ( 2 ) :  p .  8 9 - 9 8 .  
C o l e ,  S . T . ,  B r o s c h ,  R . ,  P a r k h i l l ,  J . ,  G a r n i e r ,  T . ,  C h u r c h e r ,  C . ,  H a r r i s ,  D . ,  G o r d o n ,  S . V . ,  E i g l m e i e r ,  K . ,  
G a s ,  S . ,  B a r r y ,  C . E . ,  3 r d ,  e t  a l .  ( 1 9 9 8 ) .  D e c i p h e r i n g  t h e  b i o l o g y  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  
f r o m  t h e  c o m p l e t e  g e n o m e  s e q u e n c e .  N a t u r e  3 9 3  ( 6 6 8 5 ) :  p .  5 3 7 - 5 4 4 .  
C o m a s ,  I . ,  C o s c o l l a ,  M . ,  L u o ,  T . ,  B o r r e l l ,  S . ,  H o l t ,  K . E . ,  K a t o - M a e d a ,  M . ,  P a r k h i l l ,  J . ,  M a l l a ,  B . ,  B e r g ,  
S . ,  T h w a i t e s ,  G . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 3 ) .  O u t - o f - A f r i c a  m i g r a t i o n  a n d  N e o l i t h i c  c o e x p a n s i o n  o f  
M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  w i t h  m o d e r n  h u m a n s .  N a t u r e  G e n e t i c s  4 5  ( 1 0 ) :  p .  1 1 7 6 - 1 1 8 2 .  
C o m a s ,  I . ,  a n d  G a g n e u x ,  S .  ( 2 0 0 9 ) .  T h e  P a s t  a n d  F u t u r e  o f  T u b e r c u l o s i s  R e s e a r c h .  P L o S  P a t h o g e n s  
5  ( 1 0 ) :  p .  e 1 0 0 0 6 0 0 .  
d a  S i l v a ,  P . E . A . ,  V o n  G r o l l ,  A . ,  M a r t i n ,  A . ,  a n d  P a l o m i n o ,  J . C .  ( 2 0 1 1 ) .  E f f l u x  a s  a  m e c h a n i s m  f o r  
d r u g  r e s i s t a n c e  i n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  F E M S  I m m u n o l o g y  a n d  M e d i c a l  M i c r o b i o l o g y  6 3  
( 1 ) :  p .  1 - 9 .  
D a f f é ,  M . ,  C r i c k ,  D . C . ,  a n d  J a c k s o n ,  M .  ( 2 0 1 4 ) .  G e n e t i c s  o f  C a p s u l a r  P o l y s a c c h a r i d e s  a n d  C e l l  
E n v e l o p e  ( G l y c o ) l i p i d s .  I n  M o l e c u l a r  G e n e t i c s  o f  M y c o b a c t e r i a ,  S e c o n d  E d i t i o n ,  G .  H a t f u l l ,  a n d  
W . R .  J a c o b s ,  J r .  ,  E d i t o r s .  A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  M i c r o b i o l o g y  P r e s s :  W a s h i n g t o n  D C  p .  5 5 9 - 6 0 9 .  
D e  S m e t ,  K . A . ,  W e s t o n ,  A . ,  B r o w n ,  I . N . ,  Y o u n g ,  D . B . ,  a n d  R o b e r t s o n ,  B . D .  ( 2 0 0 0 ) .  T h r e e  p a t h w a y s  
f o r  t r e h a l o s e  b i o s y n t h e s i s  i n  m y c o b a c t e r i a .  M i c r o b i o l o g y  1 4 6  ( P t  1 ) :  p .  1 9 9 - 2 0 8 .  
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D e c k e r ,  K . ,  G e r h a r d t ,  F . ,  a n d  B o o s ,  W .  ( 1 9 9 9 ) .  T h e  r o l e  o f  t h e  t r e h a l o s e  s y s t e m  i n  r e g u l a t i n g  t h e  
m a l t o s e  r e g u l o n  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i .  M o l e c u l a r  M i c r o b i o l o g y  3 2  ( 4 ) :  p .  7 7 7 - 7 8 8 .  
D e l l ,  A . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 8 3 ) .  F a s t - a t o m - b o m b a r d m e n t ,  n e g a t i v e - i o n  m a s s  s p e c t r o m e t r y  o f  
t h e  m y c o b a c t e r i a l  O - m e t h y l - D - g l u c o s e  p o l y s a c c h a r i d e  a n d  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s .  C a r b o h y d r a t e  
R e s e a r c h  1 2 0 :  p .  9 5 - 1 1 1 .  
D e y ,  B . ,  a n d  B i s h a i ,  W . R .  ( 2 0 1 4 ) .  C r o s s t a l k  b e t w e e n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  a n d  t h e  h o s t  
c e l l .  S e m i n a r s  i n  I m m u n o l o g y  2 6  ( 6 ) :  p .  4 8 6 - 4 9 6 .  
D i n a d a y a l a ,  P . ,  S a m b o u ,  T . ,  D a f f é ,  M . ,  a n d  L e m a s s u ,  A .  ( 2 0 0 8 ) .  C o m p a r a t i v e  s t r u c t u r a l  a n a l y s e s  
       	 - g l u c a n  a n d  g l y c o g e n  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  b o v i s .  G l y c o b i o l o g y  1 8  ( 7 ) :  p .  5 0 2 - 5 0 8 .  
D r e p p e r ,  A . ,  P e i t z m a n n ,  R . ,  a n d  P a p e ,  H .  ( 1 9 9 6 ) .  M a l t o k i n a s e  ( A T P : m a l t o s e  1 -
p h o s p h o t r a n s f e r a s e )  f r o m  A c t i n o p l a n e s  s p . :  d e m o n s t r a t i o n  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  a n d  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t .  F E B S  L e t t e r s  3 8 8  ( 2 - 3 ) :  p .  1 7 7 - 1 7 9 .  
E d w a r d s ,  T . E . ,  L i a o ,  R . ,  P h a n ,  I . ,  M y l e r ,  P . J . ,  a n d  G r u n d n e r ,  C .  ( 2 0 1 2 ) .  M y c o b a c t e r i u m  
t h e r m o r e s i s t i b i l e  a s  a  s o u r c e  o f  t h e r m o s t a b l e  o r t h o l o g s  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  p r o t e i n s .  
P r o t e i n  S c i e n c e  2 1  ( 7 ) :  p .  1 0 9 3 - 1 0 9 6 .  
E l b e i n ,  A . D . ,  P a s t u s z a k ,  I . ,  T a c k e t t ,  A . J . ,  W i l s o n ,  T . ,  a n d  P a n ,  Y . T .  ( 2 0 1 0 ) .  L a s t  s t e p  i n  t h e  
c o n v e r s i o n  o f  t r e h a l o s e  t o  g l y c o g e n :  a  m y c o b a c t e r i a l  e n z y m e  t h a t  t r a n s f e r s  m a l t o s e  f r o m  
m a l t o s e  1 - p h o s p h a t e  t o  g l y c o g e n .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 5  ( 1 3 ) :  p .  9 8 0 3 - 9 8 1 2 .  
E m p a d i n h a s ,  N . ,  A l b u q u e r q u e ,  L . ,  M e n d e s ,  V . ,  M a c e d o - R i b e i r o ,  S . ,  a n d  d a  C o s t a ,  M . S .  ( 2 0 0 8 ) .  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  s y n t h a s e .  F E M S  M i c r o b i o l o g y  
L e t t e r s  2 8 0  ( 2 ) :  p .  1 9 5 - 2 0 2 .  
E m p a d i n h a s ,  N . ,  P e r e i r a ,  P . J . ,  A l b u q u e r q u e ,  L . ,  C o s t a ,  J . ,  S a - M o u r a ,  B . ,  M a r q u e s ,  A . T . ,  M a c e d o -
R i b e i r o ,  S . ,  a n d  d a  C o s t a ,  M . S .  ( 2 0 1 1 ) .  F u n c t i o n a l  a n d  s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  n o v e l  
m a n n o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  s y n t h a s e  f r o m  R u b r o b a c t e r  x y l a n o p h i l u s  r e v e a l s  i t s  d u a l  s u b s t r a t e  
s p e c i f i c i t y .  M o l e c u l a r  M i c r o b i o l o g y  7 9  ( 1 ) :  p .  7 6 - 9 3 .  
F a l k i n h a m  I I I ,  J . O .  ( 2 0 1 5 ) .  E n v i r o n m e n t a l  S o u r c e s  o f  N o n t u b e r c u l o u s  M y c o b a c t e r i a .  C l i n i c s  i n  
C h e s t  M e d i c i n e  3 6  ( 1 ) :  p .  3 5 - 4 1 .  
F e r g u s o n ,  J . A . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 7 0 ) .  B i o s y n t h e s i s  o f  a  M y c o b a c t e r i a l  L i p o p o l y s a c c h a r i d e :  
p r o p e r t i e s  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  m e t h y l t r a n s f e r a s e .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 4 5  ( 1 6 ) :  p .  
4 2 1 3 - 4 2 2 3 .  
F e r n a n d e s ,  C . ,  M e n d e s ,  V . ,  C o s t a ,  J . ,  E m p a d i n h a s ,  N . ,  J o r g e ,  C . ,  L a m o s a ,  P . ,  S a n t o s ,  H . ,  a n d  d a  
C o s t a ,  M . S .  ( 2 0 1 0 ) .  T w o  A l t e r n a t i v e  P a t h w a y s  f o r  t h e  S y n t h e s i s  o f  t h e  R a r e  C o m p a t i b l e  S o l u t e  
M a n n o s y l g l u c o s y l g l y c e r a t e  i n  P e t r o t o g a  m o b i l i s .  J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  1 9 2  ( 6 ) :  p .  1 6 2 4 - 1 6 3 3 .  
F l i c k ,  P . K . ,  a n d  B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 4 ) .  I n  V i t r o  A l t e r a t i o n s  o f  t h e  P r o d u c t  D i s t r i b u t i o n  o f  t h e  F a t t y  A c i d  
S y n t h e t a s e  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  p h l e i .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 4 9  ( 4 ) :  p .  1 0 3 1 - 1 0 3 6 .  
F l i c k ,  P . K . ,  a n d  B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 5 ) .  R e v e r s i b l e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  f a t t y  a c i d  s y n t h e t a s e  c o m p l e x  f r o m  
M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s  b y  p a l m i t o y l - c o e n z y m e  A .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 5 0  ( 9 ) :  p .  
3 3 4 8 - 3 3 5 1 .  
F o r m i c o l a ,  V . ,  M i l a n e s i ,  Q . ,  a n d  S c a r s i n i ,  C .  ( 1 9 8 7 ) .  E v i d e n c e  o f  s p i n a l  t u b e r c u l o s i s  a t  t h e  
b e g i n n i n g  o f  t h e  f o u r t h  m i l l e n n i u m  B C  f r o m  A r e n e  C a n d i d e  c a v e  ( L i g u r i a ,  I t a l y ) .  A m e r i c a n  J o u r n a l  
o f  P h y s i c a l  A n t h r o p o l o g y  7 2  ( 1 ) :  p .  1 - 6 .  
F o r s b e r g ,  L . S . ,  D e l l ,  A . ,  W a l t o n ,  D . J . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 8 2 ) .  R e v i s e d  s t r u c t u r e  f o r  t h e  6 - O -
m e t h y l g l u c o s e  p o l y s a c c h a r i d e  o f  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 5 7  
( 7 ) :  p .  3 5 5 5 - 3 5 6 3 .  
F r a g a ,  J . ,  M a r a n h a ,  A . ,  M e n d e s ,  V . ,  P e r e i r a ,  P . J . ,  E m p a d i n h a s ,  N . ,  a n d  M a c e d o - R i b e i r o ,  S .  ( 2 0 1 5 ) .  
S t r u c t u r e  o f  m y c o b a c t e r i a l  m a l t o k i n a s e ,  t h e  m i s s i n g  l i n k  i n  t h e  e s s e n t i a l  G l g E - p a t h w a y .  S c i e n t i f i c  
r e p o r t s  5 :  p .  8 0 2 6 .  
G a g l i a r d i ,  M . C . ,  L e m a s s u ,  A . ,  T e l o n i ,  R . ,  M a r i o t t i ,  S . ,  S a r g e n t i n i ,  V . ,  P a r d i n i ,  M . ,  D a f f é ,  M . ,  a n d  
N i s i n i ,  R .  ( 2 0 0 7 ) .  C e l l  w a l l - a s s o c i a t e d  a l p h a - g l u c a n  i s  i n s t r u m e n t a l  f o r  M y c o b a c t e r i u m  
t u b e r c u l o s i s  t o  b l o c k  C D 1  m o l e c u l e  e x p r e s s i o n  a n d  d i s a b l e  t h e  f u n c t i o n  o f  d e n d r i t i c  c e l l  d e r i v e d  
f r o m  i n f e c t e d  m o n o c y t e .  C e l l u l a r  M i c r o b i o l o g y  9  ( 8 ) :  p .  2 0 8 1 - 2 0 9 2 .  
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G a r g ,  S . K . ,  A l a m ,  M . S . ,  K i s h a n ,  K . V . R . ,  a n d  A g r a w a l ,  P .  ( 2 0 0 7 ) .  E x p r e s s i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  
	 - ( 1 , 4 ) - g l u c a n  b r a n c h i n g  e n z y m e  R v 1 3 2 6 c  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v .  P r o t e i n  
E x p r e s s i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  5 1  ( 2 ) :  p .  1 9 8 - 2 0 8 .  
G e u r t s e n ,  J . ,  C h e d a m m i ,  S . ,  M e s t e r s ,  J . ,  C o t ,  M . ,  D r i e s s e n ,  N . N . ,  S a m b o u ,  T . ,  K a k u t a n i ,  R . ,  
U m m e l s ,  R . ,  M a a s k a n t ,  J . ,  T a k a t a ,  H . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 9 ) .  
                                	 - G l u c a n  A s  a  
N o v e l  L i g a n d  f o r  D C - S I G N :  I n v o l v e m e n t  o f  M y c o b a c t e r i a l  C a p s u l a r  P o l y s a c c h a r i d e s  i n  H o s t  
I m m u n e  M o d u l a t i o n .  T h e  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 8 3  ( 8 ) :  p .  5 2 2 1 - 5 2 3 1 .  
G h o d b a n e ,  R . ,  M e d i e ,  F . M . ,  L e p i d i ,  H . ,  N a p p e z ,  C . ,  a n d  D r a n c o u r t ,  M .  ( 2 0 1 4 a ) .  L o n g - t e r m  s u r v i v a l  
o f  t u b e r c u l o s i s  c o m p l e x  m y c o b a c t e r i a  i n  s o i l .  M i c r o b i o l o g y  1 6 0  ( 3 ) :  p .  4 9 6 - 5 0 1 .  
G h o d b a n e ,  R . ,  R a o u l t ,  D . ,  a n d  D r a n c o u r t ,  M .  ( 2 0 1 4 b ) .  D r a m a t i c  r e d u c t i o n  o f  c u l t u r e  t i m e  o f  
M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  S c i e n t i f i c  r e p o r t s  4 :  p .  4 2 3 6 .  
G l a z i o u ,  P . ,  S i s m a n i d i s ,  C . ,  F l o y d ,  K . ,  a n d  R a v i g l i o n e ,  M .  ( 2 0 1 5 ) .  G l o b a l  e p i d e m i o l o g y  o f  
t u b e r c u l o s i s .  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  P e r s p e c t i v e s  i n  M e d i c i n e  5  ( 2 ) :  p .  a 0 1 7 7 9 8 .  
G l i c k m a n ,  M . S . ,  a n d  J a c o b s ,  W . R . ,  J r .  ( 2 0 0 1 ) .  M i c r o b i a l  p a t h o g e n e s i s  o f  M y c o b a c t e r i u m  
t u b e r c u l o s i s :  d a w n  o f  a  d i s c i p l i n e .  C e l l  1 0 4  ( 4 ) :  p .  4 7 7 - 4 8 5 .  
G r a n t ,  B . D . ,  H e m m e r ,  W . ,  T s i g e l n y ,  I . ,  A d a m s ,  J . A . ,  a n d  T a y l o r ,  S . S .  ( 1 9 9 8 ) .  K i n e t i c  A n a l y s e s  o f  
M u t a t i o n s  i n  t h e  G l y c i n e - R i c h  L o o p  o f  c A M P - D e p e n d e n t  P r o t e i n  K i n a s e .  B i o c h e m i s t r y  3 7  ( 2 1 ) :  p .  
7 7 0 8 - 7 7 1 5 .  
G r a y ,  G . R . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 7 1 ) .  I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  p o l y s a c c h a r i d e  c o n t a i n i n g  
3 - O - m e t h y l - D - m a n n o s e  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  p h l e i .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 4 6  ( 2 2 ) :  p .  
6 8 3 5 - 6 8 4 2 .  
G r a y ,  G . R . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 7 2 ) .  T h e  6 - O - M e t h y l g l u c o s e - c o n t a i n i n g  L i p o p o l y s a c c h a r i d e s  o f  
M y c o b a c t e r i u m  p h l e i  :  l o c a t i o n s  o f  t h e  a c y l  g r o u p s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 4 7  ( 2 4 ) :  p .  
8 1 2 9 - 8 1 3 5 .  
G r e l l e r t ,  E . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 7 2 ) .  B i o s y n t h e s i s  o f  a  M y c o b a c t e r i a l  L i p o p o l y s a c c h a r i d e :  e v i d e n c e  
f o r  a n  a c y l p o l y s a c c h a r i d e  m e t h y l t r a n s f e r a s e .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 4 7  ( 1 0 ) :  p .  3 2 3 6 -
3 2 4 1 .  
G r i f f i n ,  J . E . ,  G a w r o n s k i ,  J . D . ,  D e j e s u s ,  M . A . ,  I o e r g e r ,  T . R . ,  A k e r l e y ,  B . J . ,  a n d  S a s s e t t i ,  C . M .  ( 2 0 1 1 a ) .  
H i g h - r e s o l u t i o n  p h e n o t y p i c  p r o f i l i n g  d e f i n e s  g e n e s  e s s e n t i a l  f o r  m y c o b a c t e r i a l  g r o w t h  a n d  
c h o l e s t e r o l  c a t a b o l i s m .  P L o S  P a t h o g  7  ( 9 ) :  p .  e 1 0 0 2 2 5 1 .  
G r i f f i n ,  J . E . ,  G a w r o n s k i ,  J . D . ,  D e J e s u s ,  M . A . ,  I o e r g e r ,  T . R . ,  A k e r l e y ,  B . J . ,  a n d  S a s s e t t i ,  C . M .  ( 2 0 1 1 b ) .  
H i g h - R e s o l u t i o n  P h e n o t y p i c  P r o f i l i n g  D e f i n e s  G e n e s  E s s e n t i a l  f o r  M y c o b a c t e r i a l  G r o w t h  a n d  
C h o l e s t e r o l  C a t a b o l i s m .  P L o S  P a t h o g e n s  7  ( 9 ) :  p .  e 1 0 0 2 2 5 1 .  
G r o e n e w a l d ,  W . ,  B a i r d ,  M . S . ,  V e r s c h o o r ,  J . A . ,  M i n n i k i n ,  D . E . ,  a n d  C r o f t ,  A . K .  ( 2 0 1 4 ) .  D i f f e r e n t i a l  
s p o n t a n e o u s  f o l d i n g  o f  m y c o l i c  a c i d s  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  C h e m i s t r y  a n d  p h y s i c s  
o f  l i p i d s  1 8 0 :  p .  1 5 - 2 2 .  
G r z e g o r z e w i c z ,  A . E . ,  P h a m ,  H . ,  G u n d i ,  V . A . K . B . ,  S c h e r m a n ,  M . S . ,  N o r t h ,  E . J . ,  H e s s ,  T . ,  J o n e s ,  V . ,  
G r u p p o ,  V . ,  B o r n ,  S . E . M . ,  K o r d u l á k o v á ,  J . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 2 ) .  I n h i b i t i o n  o f  m y c o l i c  a c i d  t r a n s p o r t  a c r o s s  
t h e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  p l a s m a  m e m b r a n e .  N a t u r e  C h e m i c a l  B i o l o g y  8  ( 4 ) :  p .  3 3 4 - 3 4 1 .  
G u t i e r r e z ,  J . A . ,  S o l e n b e r g ,  P . J . ,  P e r k i n s ,  D . R . ,  W i l l e n c y ,  J . A . ,  K n i e r m a n ,  M . D . ,  J i n ,  Z . ,  W i t c h e r ,  D . R . ,  
L u o ,  S . ,  O n y i a ,  J . E . ,  a n d  H a l e ,  J . E .  ( 2 0 0 8 ) .  G h r e l i n  o c t a n o y l a t i o n  m e d i a t e d  b y  a n  o r p h a n  l i p i d  
t r a n s f e r a s e .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a  
1 0 5  ( 1 7 ) :  p .  6 3 2 0 - 6 3 2 5 .  
H a n s e n ,  J . M . ,  G o l c h i n ,  S . A . ,  V e y r i e r ,  F . J . ,  D o m e n e c h ,  P . ,  B o n e c a ,  I . G . ,  A z a d ,  A . K . ,  R a j a r a m ,  M . V . S . ,  
S c h l e s i n g e r ,  L . S . ,  D i v a n g a h i ,  M . ,  R e e d ,  M . B . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 4 ) .  N - G l y c o l y l a t e d  P e p t i d o g l y c a n  
C o n t r i b u t e s  t o  t h e  I m m u n o g e n i c i t y  b u t  N o t  P a t h o g e n i c i t y  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  
J o u r n a l  o f  I n f e c t i o u s  D i s e a s e s  2 0 9  ( 7 ) :  p .  1 0 4 5 - 1 0 5 4 .  
H a r r i s ,  L . S . ,  a n d  G r a y ,  G . R .  ( 1 9 7 7 ) .  A c e t y l a t e d  m e t h y l m a n n o s e  p o l y s a c c h a r i d e  o f  S t r e p t o m y c e s .  
J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 5 2  ( 8 ) :  p .  2 4 7 0 - 2 4 7 7 .  
H a r t m a n s ,  S . ,  d e  B o n t ,  J . M . ,  a n d  S t a c k e b r a n d t ,  E .  ( 2 0 0 6 ) .  T h e  G e n u s  M y c o b a c t e r i u m - -
N o n m e d i c a l .  I n  T h e  P r o k a r y o t e s ,  M .  D w o r k i n ,  S .  F a l k o w ,  E .  R o s e n b e r g ,  K . - H .  S c h l e i f e r ,  a n d  E .  
S t a c k e b r a n d t ,  E d i t o r s .  S p r i n g e r  N e w  Y o r k :   p .  8 8 9 - 9 1 8 .  
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H e n r i s s a t ,  B . ,  D e l e u r y ,  E . ,  a n d  C o u t i n h o ,  P . M .  ( 2 0 0 2 ) .  G l y c o g e n  m e t a b o l i s m  l o s s :  a  c o m m o n  
m a r k e r  o f  p a r a s i t i c  b e h a v i o u r  i n  b a c t e r i a ?  T r e n d s  i n  G e n e t i c s  1 8  ( 9 ) :  p .  4 3 7 - 4 4 0 .  
H e r s h k o v i t z ,  I . ,  D o n o g h u e ,  H . D . ,  M i n n i k i n ,  D . E . ,  B e s r a ,  G . S . ,  L e e ,  O . Y . C . ,  G e r n a e y ,  A . M . ,  G a l i l i ,  E . ,  
E s h e d ,  V . ,  G r e e n b l a t t ,  C . L . ,  L e m m a ,  E . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 8 ) .  D e t e c t i o n  a n d  M o l e c u l a r  C h a r a c t e r i z a t i o n  
o f  9 0 0 0 - Y e a r - O l d  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s   f r o m  a  N e o l i t h i c  S e t t l e m e n t  i n  t h e  E a s t e r n  
M e d i t e r r a n e a n .  P L o S  O N E  3  ( 1 0 ) :  p .  e 3 4 2 6 .  
H e t t ,  E . C . ,  a n d  R u b i n ,  E . J .  ( 2 0 0 8 ) .  B a c t e r i a l  g r o w t h  a n d  c e l l  d i v i s i o n :  a  m y c o b a c t e r i a l  p e r s p e c t i v e .  
M i c r o b i o l o g y  a n d  M o l e c u l a r  B i o l o g y  R e v i e w s  7 2  ( 1 ) :  p .  1 2 6 - 1 5 6 .  
H i n d s g a u l ,  O . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 8 4 ) .  A f f i n i t y  p u r i f i c a t i o n  o f  m y c o b a c t e r i a l  p o l y m e t h y l  
p o l y s a c c h a r i d e s  a n d  a  s t u d y  o f  p o l y s a c c h a r i d e - l i p i d  i n t e r a c t i o n s  b y  
1
H  N M R .  B i o c h e m i s t r y  2 3  ( 3 ) :  
p .  5 7 7 - 5 8 4 .  
H o f f m a n n ,  C . ,  L e i s ,  A . ,  N i e d e r w e i s ,  M . ,  P l i t z k o ,  J . M . ,  a n d  E n g e l h a r d t ,  H .  ( 2 0 0 8 ) .  D i s c l o s u r e  o f  t h e  
m y c o b a c t e r i a l  o u t e r  m e m b r a n e :  c r y o - e l e c t r o n  t o m o g r a p h y  a n d  v i t r e o u s  s e c t i o n s  r e v e a l  t h e  l i p i d  
b i l a y e r  s t r u c t u r e .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s  o f  
A m e r i c a  1 0 5  ( 1 0 ) :  p .  3 9 6 3 - 3 9 6 7 .  
H o n ,  W . - C . ,  M c K a y ,  G . A . ,  T h o m p s o n ,  P . R . ,  S w e e t ,  R . M . ,  Y a n g ,  D . S . C . ,  W r i g h t ,  G . D . ,  a n d  B e r g h u i s ,  
A . M .  S t r u c t u r e  o f  a n  E n z y m e  R e q u i r e d  f o r  A m i n o g l y c o s i d e  A n t i b i o t i c  R e s i s t a n c e  R e v e a l s  
H o m o l o g y  t o  E u k a r y o t i c  P r o t e i n  K i n a s e s .  C e l l  8 9  ( 6 ) :  p .  8 8 7 - 8 9 5 .  
H o n g ,  S . ,  C h e n g ,  T . - Y . ,  L a y r e ,  E . ,  S w e e t ,  L . ,  Y o u n g ,  D . C . ,  P o s e y ,  J . E . ,  B u t l e r ,  W . R . ,  a n d  M o o d y ,  D . B .  
( 2 0 1 2 ) .  U l t r a l o n g  C 1 0 0  M y c o l i c  A c i d s  S u p p o r t  t h e  A s s i g n m e n t  o f  S e g n i l i p a r u s  a s  a  N e w  B a c t e r i a l  
G e n u s .  P L o S  O N E  7  ( 6 ) :  p .  e 3 9 0 1 7 .  
H o n g ,  X . ,  a n d  H o p f i n g e r ,  A . J .  ( 2 0 0 4 ) .  C o n s t r u c t i o n ,  M o l e c u l a r  M o d e l i n g ,  a n d  S i m u l a t i o n  o f  
M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  C e l l  W a l l s .  B i o m a c r o m o l e c u l e s  5  ( 3 ) :  p .  1 0 5 2 - 1 0 6 5 .  
H u n t e r ,  R . L . ,  O l s e n ,  M . R . ,  J a g a n n a t h ,  C . ,  a n d  A c t o r ,  J . K .  ( 2 0 0 6 ) .  M u l t i p l e  R o l e s  o f  C o r d  F a c t o r  i n  
t h e  P a t h o g e n e s i s  o f  P r i m a r y ,  S e c o n d a r y ,  a n d  C a v i t a r y  T u b e r c u l o s i s ,  I n c l u d i n g  a  R e v i s e d  
D e s c r i p t i o n  o f  t h e  P a t h o l o g y  o f  S e c o n d a r y  D i s e a s e .  A n n a l s  o f  C l i n i c a l  &  L a b o r a t o r y  S c i e n c e  3 6  
( 4 ) :  p .  3 7 1 - 3 8 6 .  
H u n t e r ,  S . W . ,  G a y l o r d ,  H . ,  a n d  B r e n n a n ,  P . J .  ( 1 9 8 6 ) .  S t r u c t u r e  a n d  a n t i g e n i c i t y  o f  t h e  
p h o s p h o r y l a t e d  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  a n t i g e n s  f r o m  t h e  l e p r o s y  a n d  t u b e r c l e  b a c i l l i .  J o u r n a l  o f  
B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 6 1  ( 2 6 ) :  p .  1 2 3 4 5 - 1 2 3 5 1 .  
I l t o n ,  M . ,  J e v a n s ,  A . W . ,  M c C a r t h y ,  E . D . ,  V a n c e ,  D . ,  W h i t e ,  H . B . ,  3 r d ,  a n d  B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 1 ) .  F a t t y  
a c i d  s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  i n  M y c o b a c t e r i u m  p h l e i :  r e g u l a t i o n  b y  p o l y s a c c h a r i d e s .  P r o c e e d i n g s  o f  
t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a  6 8  ( 1 ) :  p .  8 7 - 9 1 .  
J a c i n ,  H . ,  a n d  M i s h k i n ,  A . R .  ( 1 9 6 5 ) .  S e p a r a t i o n  o f  c a r b o n h y d r a t e s  o n  b o r a t e - i m p r e g n a t e d  s i l i c a  
g e l  G  p l a t e s .  J o u r n a l  o f  C h r o m a t o g r a p h y  A  1 8 :  p .  1 7 0 - 1 7 3 .  
J a c k s o n ,  M . ,  a n d  B r e n n a n ,  P . J .  ( 2 0 0 9 ) .  P o l y m e t h y l a t e d  p o l y s a c c h a r i d e s  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  
s p e c i e s  r e v i s i t e d .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 4  ( 4 ) :  p .  1 9 4 9 - 1 9 5 3 .  
J a c k s o n ,  M . ,  M c N e i l ,  M . R . ,  a n d  B r e n n a n ,  P . J .  ( 2 0 1 3 ) .  P r o g r e s s  i n  t a r g e t i n g  c e l l  e n v e l o p e  
b i o g e n e s i s  i n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  F u t u r e  M i c r o b i o l o g y  8  ( 7 ) :  p .  8 5 5 - 8 7 5 .  
J a n k u t e ,  M . ,  G r o v e r ,  S . ,  B i r c h ,  H . L . ,  a n d  B e s r a ,  G . S .  ( 2 0 1 4 ) .  G e n e t i c s  o f  M y c o b a c t e r i a l  
A r a b i n o g a l a c t a n  a n d  L i p o a r a b i n o m a n n a n  A s s e m b l y .  I n  M o l e c u l a r  G e n e t i c s  o f  M y c o b a c t e r i a ,  
S e c o n d  E d i t i o n ,  G .  H a t f u l l ,  a n d  W . R .  J a c o b s ,  J r . ,  E d i t o r s .  A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  M i c r o b i o l o g y  P r e s s :  
W a s h i n g t o n  D C  p .  5 3 5 - 5 5 7 .  
J a r l i n g ,  M . ,  C a u v e t ,  T . ,  G r u n d m e i e r ,  M . ,  K u h n e r t ,  K . ,  a n d  P a p e ,  H .  ( 2 0 0 4 ) .  I s o l a t i o n  o f  m a k 1  f r o m  
A c t i n o p l a n e s  m i s s o u r i e n s i s  a n d  e v i d e n c e  t h a t  P e p 2  f r o m  S t r e p t o m y c e s  c o e l i c o l o r  i s  a  
m a l t o k i n a s e .  J o u r n a l  o f  B a s i c  M i c r o b i o l o g y  4 4  ( 5 ) :  p .  3 6 0 - 3 7 3 .  
J o g l ,  G . ,  H s i a o ,  Y . - S . ,  a n d  T o n g ,  L .  ( 2 0 0 4 ) .  S t r u c t u r e  a n d  F u n c t i o n  o f  C a r n i t i n e  A c y l t r a n s f e r a s e s .  
A n n a l s  o f  t h e  N e w  Y o r k  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  1 0 3 3  ( 1 ) :  p .  1 7 - 2 9 .  
J o g l ,  G . ,  H s i a o ,  Y . - S . ,  a n d  T o n g ,  L .  ( 2 0 0 5 ) .  C r y s t a l  S t r u c t u r e  o f  M o u s e  C a r n i t i n e  
O c t a n o y l t r a n s f e r a s e  a n d  M o l e c u l a r  D e t e r m i n a n t s  o f  S u b s t r a t e  S e l e c t i v i t y .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  
C h e m i s t r y  2 8 0  ( 1 ) :  p .  7 3 8 - 7 4 4 .  
 
 
R e f e r e n c e s  
 9 7    
J o r g e ,  C . D . ,  L a m o s a ,  P . ,  a n d  S a n t o s ,  H .  ( 2 0 0 7 ) .  	 - d - M a n n o p y r a n o s y l -      - 	 - d - g l u c o p y r a n o s y l -
     - g l y c e r a t e  i n  t h e  t h e r m o p h i l i c  b a c t e r i u m  P e t r o t o g a  m i o t h e r m a    s t r u c t u r e ,  c e l l u l a r  c o n t e n t  
a n d  f u n c t i o n .  F E B S  J o u r n a l  2 7 4  ( 1 2 ) :  p .  3 1 2 0 - 3 1 2 7 .  
K a l s c h e u e r ,  R . ,  a n d  J a c o b s ,  W . R . ,  J r .  ( 2 0 1 0 ) .  T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  G l g E  a s  a  n e w  t a r g e t  f o r  
t u b e r c u l o s i s .  D r u g  N e w s  P e r s p e c t  2 3  ( 1 0 ) :  p .  6 1 9 - 6 2 4 .  
K a l s c h e u e r ,  R . ,  a n d  K o l i w e r - B r a n d l ,  H .  ( 2 0 1 4 ) .  G e n e t i c s  o f  M y c o b a c t e r i a l  T r e h a l o s e  M e t a b o l i s m .  
I n  M o l e c u l a r  G e n e t i c s  o f  M y c o b a c t e r i a ,  S e c o n d  E d i t i o n ,  G .  H a t f u l l ,  a n d  W . R .  J a c o b s ,  J r . ,  E d i t o r s .  
A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  M i c r o b i o l o g y  P r e s s :  W a s h i n g t o n  D C  p .  3 6 1 - 3 7 5 .  
K a l s c h e u e r ,  R . ,  S y s o n ,  K . ,  V e e r a r a g h a v a n ,  U . ,  W e i n r i c k ,  B . ,  B i e r m a n n ,  K . E . ,  L i u ,  Z . ,  S a c c h e t t i n i ,  
J . C . ,  B e s r a ,  G . ,  B o r n e m a n n ,  S . ,  a n d  J a c o b s ,  W . R . ,  J r .  ( 2 0 1 0 a ) .  S e l f - p o i s o n i n g  o f  M y c o b a c t e r i u m  
t u b e r c u l o s i s  b y  t a r g e t i n g  G l g E  i n  a n  a l p h a - g l u c a n  p a t h w a y .  N a t u r e  C h e m i c a l  B i o l o g y  6  ( 5 ) :  p .  
3 7 6 - 3 8 4 .  
K a l s c h e u e r ,  R . ,  W e i n r i c k ,  B . ,  V e e r a r a g h a v a n ,  U . ,  B e s r a ,  G . S . ,  a n d  J a c o b s ,  W . R .  ( 2 0 1 0 b ) .  T r e h a l o s e -
r e c y c l i n g  A B C  t r a n s p o r t e r  L p q Y - S u g A - S u g B - S u g C  i s  e s s e n t i a l  f o r  v i r u l e n c e  o f  M y c o b a c t e r i u m  
t u b e r c u l o s i s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  1 0 7  ( 5 0 ) :  p .  2 1 7 6 1 - 2 1 7 6 6 .  
K a m i s a n g o ,  K . ,  D e l l ,  A . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 8 7 ) .  B i o s y n t h e s i s  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  O -
m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  p u t a t i v e  i n t e r m e d i a t e s  i n  t h e  i n i t i a t i o n ,  
e l o n g a t i o n ,  a n d  t e r m i n a t i o n  r e a c t i o n s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 6 2  ( 1 0 ) :  p .  4 5 8 0 - 4 5 8 6 .  
K a n n a n ,  N . ,  T a y l o r ,  S . S . ,  Z h a i ,  Y . ,  V e n t e r ,  J . C . ,  a n d  M a n n i n g ,  G .  ( 2 0 0 7 ) .  S t r u c t u r a l  a n d  F u n c t i o n a l  
D i v e r s i t y  o f  t h e  M i c r o b i a l  K i n o m e .  P L o S  B i o l o g y  5  ( 3 ) :  p .  e 1 7 .  
K a u r ,  D . ,  P h a m ,  H . ,  L a r r o u y - M a u m u s ,  G . ,  R i v i e r e ,  M . ,  V i s s a ,  V . ,  G u e r i n ,  M . E . ,  P u z o ,  G . ,  B r e n n a n ,  
P . J . ,  a n d  J a c k s o n ,  M .  ( 2 0 0 9 ) .  I n i t i a t i o n  o f  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  b i o s y n t h e s i s  i n  
m y c o b a c t e r i a .  P L o S  O N E  4  ( 5 ) :  p .  e 5 4 4 7 .  
K e l l e r ,  J . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 6 8 ) .  T h e  6 - O - m e t h y l g l u c o s e - c o n t a i n i n g  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  o f  
M y c o b a c t e r i u m  p h l e i .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  l i p i d  c o m p o n e n t s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 4 3  
( 1 1 ) :  p .  2 9 0 5 - 2 9 1 0 .  
K e l l e y ,  L . A . ,  M e z u l i s ,  S . ,  Y a t e s ,  C . M . ,  W a s s ,  M . N . ,  a n d  S t e r n b e r g ,  M . J . E .  ( 2 0 1 5 ) .  T h e  P h y r e 2  w e b  
p o r t a l  f o r  p r o t e i n  m o d e l i n g ,  p r e d i c t i o n  a n d  a n a l y s i s .  N a t  P r o t o c o l s  1 0  ( 6 ) :  p .  8 4 5 - 8 5 8 .  
K i e s e r ,  K . J . ,  a n d  R u b i n ,  E . J .  ( 2 0 1 4 ) .  H o w  s i s t e r s  g r o w  a p a r t :  m y c o b a c t e r i a l  g r o w t h  a n d  d i v i s i o n .  
N a t  R e v  M i c r o  1 2  ( 8 ) :  p .  5 5 0 - 5 6 2 .  
K i h o ,  T . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 8 8 ) .  T h e r m o d y n a m i c  p a r a m e t e r s  a n d  s h a p e  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  
p o l y m e t h y l p o l y s a c c h a r i d e - f a t t y  a c i d  c o m p l e x .  B i o c h e m i s t r y  2 7  ( 1 5 ) :  p .  5 8 2 4 - 5 8 2 8 .  
K o c h ,  R .  ( 1 9 8 2 ) .  I .  D i e  A e t i o l o g i e  d e r  T u b e r c u l o s e :  N a c h  e i n e m  i n  d e r  p h y s i o l o g i s c h e n  G e s e l l s c h a f t  
z u  B e r l i n  a m  2 4 .  M ä r z  c r .  g e h a l t e n e n  V o r t r a g e .  Z e n t r a l b l a t t  f ü r  B a k t e r i o l o g i e ,  M i k r o b i o l o g i e  u n d  
H y g i e n e  1  A b t  O r i g i n a l e  A ,  M e d i z i n i s c h e  M i k r o b i o l o g i e ,  I n f e k t i o n s k r a n k h e i t e n  u n d  P a r a s i t o l o g i e  
2 5 1  ( 3 ) :  p .  2 8 7 - 2 9 6 .  
K r e m e r ,  L . ,  G u e r a r d e l ,  Y . ,  G u r c h a ,  S . S . ,  L o c h t ,  C . ,  a n d  B e s r a ,  G . S .  ( 2 0 0 2 ) .  T e m p e r a t u r e - i n d u c e d  
c h a n g e s  i n  t h e  c e l l - w a l l  c o m p o n e n t s  o f  M y c o b a c t e r i u m  t h e r m o r e s i s t i b i l e .  M i c r o b i o l o g y  1 4 8  ( P t  
1 0 ) :  p .  3 1 4 5 - 3 1 5 4 .  
K r i e g e r ,  E . ,  a n d  V r i e n d ,  G .  ( 2 0 1 4 ) .  Y A S A R A  V i e w — m o l e c u l a r  g r a p h i c s  f o r  a l l  d e v i c e s — f r o m  
s m a r t p h o n e s  t o  w o r k s t a t i o n s .  B i o i n f o r m a t i c s  3 0  ( 2 0 ) :  p .  2 9 8 1 - 2 9 8 2 .  
K u ,  S . - Y . ,  Y i p ,  P . ,  C o r n e l l ,  K . A . ,  R i s c o e ,  M . K . ,  B e h r ,  J . - B . ,  G u i l l e r m ,  G . ,  a n d  H o w e l l ,  P . L .  ( 2 0 0 7 ) .  
S t r u c t u r e s  o f  5 - M e t h y l t h i o r i b o s e  K i n a s e  R e v e a l  S u b s t r a t e  S p e c i f i c i t y  a n d  U n u s u a l  M o d e  o f  
N u c l e o t i d e  B i n d i n g .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 2  ( 3 0 ) :  p .  2 2 1 9 5 - 2 2 2 0 6 .  
L a v a l ,  F . ,  L a n é e l l e ,  M . - A . ,  D é o n ,  C . ,  M o n s a r r a t ,  B . ,  a n d  D a f f é ,  M .  ( 2 0 0 1 ) .  A c c u r a t e  M o l e c u l a r  M a s s  
D e t e r m i n a t i o n  o f  M y c o l i c  A c i d s  b y  M A L D I - T O F  M a s s  S p e c t r o m e t r y .  A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y  7 3  ( 1 8 ) :  
p .  4 5 3 7 - 4 5 4 4 .  
L a y r e ,  E . ,  C o l l m a n n ,  A . ,  B a s t i a n ,  M . ,  M a r i o t t i ,  S . ,  C z a p l i c k i ,  J . ,  P r a n d i ,  J . ,  M o r i ,  L . ,  S t e n g e r ,  S . ,  D e  
L i b e r o ,  G . ,  P u z o ,  G . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 9 ) .  M y c o l i c  A c i d s  C o n s t i t u t e  a  S c a f f o l d  f o r  M y c o b a c t e r i a l  L i p i d  
A n t i g e n s  S t i m u l a t i n g  C D 1 - R e s t r i c t e d  T  C e l l s .  C h e m i s t r y  &  B i o l o g y  1 6  ( 1 ) :  p .  8 2 - 9 2 .  
L e  G u i l l o u x ,  V . ,  S c h m i d t k e ,  P . ,  a n d  T u f f e r y ,  P .  ( 2 0 0 9 ) .  F p o c k e t :  A n  o p e n  s o u r c e  p l a t f o r m  f o r  l i g a n d  
p o c k e t  d e t e c t i o n .  B M C  B i o i n f o r m a t i c s  1 0  ( 1 ) :  p .  1 6 8 .  
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L e e ,  Y . C .  ( 1 9 6 6 ) .  I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  c o n t a i n i n g  6 - O - m e t h y l - D -
g l u c o s e  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  s p e c i e s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 4 1  ( 8 ) :  p .  1 8 9 9 - 1 9 0 8 .  
L e e ,  Y . C . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 6 4 ) .  6 - O - M e t h y l - D - G l u c o s e  f r o m  M y c o b a c t e r i a .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  
C h e m i s t r y  2 3 9 :  p .  P C 3 6 0 2 - 3 6 0 3 .  
L e o n a r d ,  S . E . ,  R e g i s t e r ,  A . C . ,  K r i s h n a m u r t y ,  R . ,  B r i g h t y ,  G . J . ,  a n d  M a l y ,  D . J .  ( 2 0 1 4 ) .  D i v e r g e n t  
M o d u l a t i o n  o f  S r c - F a m i l y  K i n a s e  R e g u l a t o r y  I n t e r a c t i o n s  w i t h  A T P - C o m p e t i t i v e  I n h i b i t o r s .  A C S  
C h e m i c a l  B i o l o g y  9  ( 8 ) :  p .  1 8 9 4 - 1 9 0 5 .  
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a n d  J a e g e r ,  K . - E .  ( 2 0 1 0 ) .  P r o b i n g  E n z y m e  P r o m i s c u i t y  o f  S G N H  H y d r o l a s e s .  C h e m B i o C h e m  1 1  
( 1 5 ) :  p .  2 1 5 8 - 2 1 6 7 .  
L e w ,  J . M . ,  K a p o p o u l o u ,  A . ,  J o n e s ,  L . M . ,  a n d  C o l e ,  S . T .  ( 2 0 1 1 ) .  T u b e r c u L i s t  –  1 0  y e a r s  a f t e r .  
T u b e r c u l o s i s  9 1  ( 1 ) :  p .  1 - 7 .  
L i ,  J . ,  G u a n ,  X . ,  S h a w ,  N . ,  C h e n ,  W . ,  D o n g ,  Y . ,  X u ,  X . ,  L i ,  X . ,  a n d  R a o ,  Z .  ( 2 0 1 4 ) .  H o m o t y p i c  
d i m e r i z a t i o n  o f  a  m a l t o s e  k i n a s e  f o r  m o l e c u l a r  s c a f f o l d i n g .  S c i e n t i f i c  r e p o r t s  4 :  p .  6 4 1 8 .  
L i u ,  J . ,  B a r r y ,  C . E . ,  3 r d ,  B e s r a ,  G . S . ,  a n d  N i k a i d o ,  H .  ( 1 9 9 6 ) .  M y c o l i c  a c i d  s t r u c t u r e  d e t e r m i n e s  t h e  
f l u i d i t y  o f  t h e  m y c o b a c t e r i a l  c e l l  w a l l .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 7 1  ( 4 7 ) :  p .  2 9 5 4 5 - 2 9 5 5 1 .  
L i u ,  J . ,  R o s e n b e r g ,  E . Y . ,  a n d  N i k a i d o ,  H .  ( 1 9 9 5 ) .  F l u i d i t y  o f  t h e  l i p i d  d o m a i n  o f  c e l l  w a l l  f r o m  
M y c o b a c t e r i u m  c h e l o n a e .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s  
o f  A m e r i c a  9 2  ( 2 4 ) :  p .  1 1 2 5 4 - 1 1 2 5 8 .  
L ö n n r o t h ,  K . ,  J a r a m i l l o ,  E . ,  W i l l i a m s ,  B . G . ,  D y e ,  C . ,  a n d  R a v i g l i o n e ,  M .  ( 2 0 0 9 ) .  D r i v e r s  o f  
t u b e r c u l o s i s  e p i d e m i c s :  T h e  r o l e  o f  r i s k  f a c t o r s  a n d  s o c i a l  d e t e r m i n a n t s .  S o c i a l  S c i e n c e  &  
M e d i c i n e  6 8  ( 1 2 ) :  p .  2 2 4 0 - 2 2 4 6 .  
L o u r e n ç o ,  E . C . ,  M a y c o c k ,  C . D . ,  a n d  R i t a  V e n t u r a ,  M .  ( 2 0 0 9 ) .  S y n t h e s i s  o f  p o t a s s i u m  ( 2 R ) - 2 - O - 	 -
d - g l u c o p y r a n o s y l -      - 	 - d - g l u c o p y r a n o s y l - 2 , 3 - d i h y d r o x y p r o p a n o a t e  a  n a t u r a l  c o m p a t i b l e  
s o l u t e .  C a r b o h y d r a t e  R e s e a r c h  3 4 4  ( 1 5 ) :  p .  2 0 7 3 - 2 0 7 8 .  
L o u r e n ç o ,  E . C . ,  a n d  V e n t u r a ,  M . R .  ( 2 0 1 1 ) .  S y n t h e s i s  o f  P o t a s s i u m  ( 2 R ) - 2 - O - 	 - D - M a n n o p y r a n o s y l -
     - 	 - D - g l u c o p y r a n o s y l - 2 , 3 - d i h y d r o x y p r o p a n o a t e :  A  N a t u r a l l y  C o m p a t i b l e  S o l u t e .  E u r o p e a n  
J o u r n a l  o f  O r g a n i c  C h e m i s t r y  2 0 1 1  ( 3 3 ) :  p .  6 6 9 8 - 6 7 0 3 .  
M a ,  Q . ,  a n d  X u ,  Y .  ( 2 0 1 3 ) .  G l o b a l  G e n o m i c  A r r a n g e m e n t  o f  B a c t e r i a l  G e n e s  I s  C l o s e l y  T i e d  w i t h  
t h e  T o t a l  T r a n s c r i p t i o n a l  E f f i c i e n c y .  G e n o m i c s ,  P r o t e o m i c s  &  B i o i n f o r m a t i c s  1 1  ( 1 ) :  p .  6 6 - 7 1 .  
M a ,  Q . ,  Z h a o ,  X . ,  E d d i n e ,  A . N . ,  G e e r l o f ,  A . ,  L i ,  X . ,  C r o n a n ,  J . E . ,  K a u f m a n n ,  S . H . E . ,  a n d  W i l m a n n s ,  
M .  ( 2 0 0 6 ) .  T h e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  L i p B  e n z y m e  f u n c t i o n s  a s  a  c y s t e i n e / l y s i n e  d y a d  
a c y l t r a n s f e r a s e .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  1 0 3  ( 2 3 ) :  p .  8 6 6 2 - 8 6 6 7 .  
M a c h i d a ,  Y . ,  a n d  B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 3 ) .  C o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  m y c o b a c t e r i a l  p o l y s a c c h a r i d e s  
a n d  f a t t y  a c y l - C o A  d e r i v a t i v e s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  U n i t e d  
S t a t e s  o f  A m e r i c a  7 0  ( 4 ) :  p .  1 1 4 6 - 1 1 4 8 .  
M a g g i o ,  J . E .  ( 1 9 8 0 ) .  S t r u c t u r e  o f  a  m y c o b a c t e r i a l  p o l y s a c c h a r i d e - f a t t y  a c y l - C o A  c o m p l e x :  n u c l e a r  
m a g n e t i c  r e s o n a n c e  s t u d i e s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  o f  t h e  U n i t e d  
S t a t e s  o f  A m e r i c a  7 7  ( 5 ) :  p .  2 5 8 2 - 2 5 8 6 .  
M a h a p a t r a ,  S . ,  C r i c k ,  D . C . ,  M c N e i l ,  M . R . ,  a n d  B r e n n a n ,  P . J .  ( 2 0 0 8 ) .  U n i q u e  S t r u c t u r a l  F e a t u r e s  o f  
t h e  P e p t i d o g l y c a n  o f  M y c o b a c t e r i u m  l e p r a e .  J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  1 9 0  ( 2 ) :  p .  6 5 5 - 6 6 1 .  
M a i t r a ,  S . K . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 7 7 ) .  H e t e r o g e n e i t y  a n d  r e f i n e d  s t r u c t t u r e s  o f  3 - O - m e t h y l - D -
m a n n o s e  p o l y s a c c h a r i d e s  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 5 2  
( 8 ) :  p .  2 4 5 9 - 2 4 6 9 .  
M a l o n e y ,  D . H . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 8 0 ) .  P o l y m e t h y l p o l y s a c c h a r i d e  s y n t h e s i s  i n  a n  e t h i o n i n e -
r e s i s t a n t  m u t a n t  o f  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s .  J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  1 4 1  ( 3 ) :  p .  1 2 1 7 - 1 2 2 1 .  
M a n s i l l a ,  M . C . ,  C y b u l s k i ,  L . E . ,  A l b a n e s i ,  D . ,  a n d  d e  M e n d o z a ,  D .  ( 2 0 0 4 ) .  C o n t r o l  o f  M e m b r a n e  
L i p i d  F l u i d i t y  b y  M o l e c u l a r  T h e r m o s e n s o r s .  J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  1 8 6  ( 2 0 ) :  p .  6 6 8 1 - 6 6 8 8 .  
M a r a n h a ,  A . ,  M o y n i h a n ,  P . J . ,  M i r a n d a ,  V . ,  L o u r e n ç o ,  E . C . ,  N u n e s - C o s t a ,  D . ,  F r a g a ,  J . S . ,  J o s é  
B a r b o s a  P e r e i r a ,  P . ,  M a c e d o - R i b e i r o ,  S . ,  V e n t u r a ,  M . R . ,  C l a r k e ,  A . J . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 5 ) .  O c t a n o y l a t i o n  
o f  e a r l y  i n t e r m e d i a t e s  o f  m y c o b a c t e r i a l  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s .  S c i e n t i f i c  r e p o r t s  5 :  
p .  1 3 6 1 0 .  
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M a r r a k c h i ,  H . ,  L a n é e l l e ,  M . - A . ,  a n d  D a f f é ,  M .  ( 2 0 1 4 ) .  M y c o l i c  A c i d s :  S t r u c t u r e s ,  B i o s y n t h e s i s ,  a n d  
B e y o n d .  C h e m i s t r y  &  B i o l o g y  2 1  ( 1 ) :  p .  6 7 - 8 5 .  
M a t s u n a g a ,  I . ,  N a k a ,  T . ,  T a l e k a r ,  R . S . ,  M c C o n n e l l ,  M . J . ,  K a t o h ,  K . ,  N a k a o ,  H . ,  O t s u k a ,  A . ,  B e h a r ,  
S . M . ,  Y a n o ,  I . ,  M o o d y ,  D . B . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 8 ) .  M y c o l y l t r a n s f e r a s e - m e d i a t e d  G l y c o l i p i d  E x c h a n g e  i n  
M y c o b a c t e r i a .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 3  ( 4 3 ) :  p .  2 8 8 3 5 - 2 8 8 4 1 .  
M c K e o w n ,  T .  ( 1 9 7 6 ) .  T h e  R o l e  o f  M e d i c i n e :  D r e a m ,  M i r a g e ,  o r  N e m e s i s ? ,  e d n  ( T h e  N u f f i e l d  
P r o v i n c i a l  H o s p i t a l s  T r u s t :  L o n d o n ) .  
M c N e i l ,  M . ,  T s a n g ,  A . Y . ,  M c C l a t c h y ,  J . K . ,  S t e w a r t ,  C . ,  J a r d i n e ,  I . ,  a n d  B r e n n a n ,  P . J .  ( 1 9 8 7 ) .  
D e f i n i t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  a n t i g e n s  o f  M y c o b a c t e r i u m  m a l m o e n s e  a n d  u s e  i n  s t u d y i n g  t h e  e t i o l o g y  
o f  a  f o r m  o f  m y c o b a c t e r i o s i s .  J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  1 6 9  ( 7 ) :  p .  3 3 1 2 - 3 3 2 0 .  
M e d j a h e d ,  H . ,  G a i l l a r d ,  J . L . ,  a n d  R e y r a t ,  J . M .  ( 2 0 1 0 ) .  M y c o b a c t e r i u m  a b s c e s s u s :  a  n e w  p l a y e r  i n  
t h e  m y c o b a c t e r i a l  f i e l d .  T r e n d s  i n  M i c r o b i o l o g y  1 8  ( 3 ) :  p .  1 1 7 - 1 2 3 .  
M e h a r e n a ,  H . S . ,  C h a n g ,  P . ,  K e s h w a n i ,  M . M . ,  O r u g a n t y ,  K . ,  N e n e ,  A . K . ,  K a n n a n ,  N . ,  T a y l o r ,  S . S . ,  
a n d  K o r n e v ,  A . P .  ( 2 0 1 3 ) .  D e c i p h e r i n g  t h e  S t r u c t u r a l  B a s i s  o f  E u k a r y o t i c  P r o t e i n  K i n a s e  
R e g u l a t i o n .  P L o S  B i o l o g y  1 1  ( 1 0 ) :  p .  e 1 0 0 1 6 8 0 .  
M e n d e s ,  V . ,  M a r a n h a ,  A . ,  A l a r i c o ,  S . ,  d a  C o s t a ,  M . S . ,  a n d  E m p a d i n h a s ,  N .  ( 2 0 1 1 ) .  M y c o b a c t e r i u m  
t u b e r c u l o s i s  R v 2 4 1 9 c ,  t h e  m i s s i n g  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  p h o s p h a t a s e  f o r  t h e  s e c o n d  s t e p  
i n  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  b i o s y n t h e s i s .  S c i e n t i f i c  r e p o r t s  1 :  p .  1 7 7 .  
M e n d e s ,  V . ,  M a r a n h a ,  A . ,  A l a r i c o ,  S . ,  a n d  E m p a d i n h a s ,  N .  ( 2 0 1 2 ) .  B i o s y n t h e s i s  o f  m y c o b a c t e r i a l  
m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s .  N a t u r a l  p r o d u c t  r e p o r t s  2 9  ( 8 ) :  p .  8 3 4 - 8 4 4 .  
M e n d e s ,  V . ,  M a r a n h a ,  A . ,  L a m o s a ,  P . ,  d a  C o s t a ,  M . S . ,  a n d  E m p a d i n h a s ,  N .  ( 2 0 1 0 ) .  B i o c h e m i c a l  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  m a l t o k i n a s e  f r o m  M y c o b a c t e r i u m  b o v i s  B C G .  B M C  B i o c h e m i s t r y  1 1 :  p .  
2 1 .  
M i a h ,  F . ,  K o l i w e r - B r a n d l ,  H . ,  R e j z e k ,  M . ,  F i e l d ,  R . A . ,  K a l s c h e u e r ,  R . ,  a n d  B o r n e m a n n ,  S .  ( 2 0 1 3 ) .  
F l u x  t h r o u g h  t r e h a l o s e  s y n t h a s e  f l o w s  f r o m  t r e h a l o s e  t o  t h e  a l p h a  a n o m e r  o f  m a l t o s e  i n  
m y c o b a c t e r i a .  C h e m i s t r y  &  B i o l o g y  2 0  ( 4 ) :  p .  4 8 7 - 4 9 3 .  
M i l l e t ,  J . - P . ,  M o r e n o ,  A . ,  F i n a ,  L . ,  d e l  B a ñ o ,  L . ,  O r c a u ,  A . ,  d e  O l a l l a ,  P . ,  a n d  C a y l à ,  J .  ( 2 0 1 3 ) .  F a c t o r s  
t h a t  i n f l u e n c e  c u r r e n t  t u b e r c u l o s i s  e p i d e m i o l o g y .  E u r o p e a n  S p i n e  J o u r n a l  2 2  ( 4 ) :  p .  5 3 9 - 5 4 8 .  
M i n n i k i n ,  D . E .  ( 1 9 8 2 ) .  L i p i d s :  C o m p l e x  l i p i d s ,  t h e i r  c h e m i s t r y ,  b i o s y n t h e s i s  a n d  r o l e .  I n  T h e  B i o l o g y  
o f  M y c o b a c t e r i a ,  C .  R a t l e d g e ,  a n d  J .  S t a n f o r d ,  E d i t o r s .  A c a d e m i c  P r e s s :  L o n d o n  p .  9 4 - 1 8 4 .  
M i n n i k i n ,  D . E . ,  L e e ,  O . Y . ,  W u ,  H . H . ,  B e s r a ,  G . S . ,  B h a t t ,  A . ,  N a t a r a j ,  V . ,  R o t h s c h i l d ,  B . M . ,  S p i g e l m a n ,  
M . ,  a n d  D o n o g h u e ,  H . D .  ( 2 0 1 5 ) .  A n c i e n t  m y c o b a c t e r i a l  l i p i d s :  K e y  r e f e r e n c e  b i o m a r k e r s  i n  
c h a r t i n g  t h e  e v o l u t i o n  o f  t u b e r c u l o s i s .  T u b e r c u l o s i s  ( E d i n b )  9 5  ( S u p p l  1 ) :  p .  S 1 3 3 - 1 3 9 .  
M o l l e ,  V . ,  a n d  K r e m e r ,  L .  ( 2 0 1 0 ) .  D i v i s i o n  a n d  c e l l  e n v e l o p e  r e g u l a t i o n  b y  S e r / T h r  
p h o s p h o r y l a t i o n :  M y c o b a c t e r i u m  s h o w s  t h e  w a y .  M o l e c u l a r  M i c r o b i o l o g y  7 5  ( 5 ) :  p .  1 0 6 4 - 1 0 7 7 .  
M o n d i n o ,  S . ,  G a g o ,  G . ,  a n d  G r a m a j o ,  H .  ( 2 0 1 3 ) .  T r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t i o n  o f  f a t t y  a c i d  
b i o s y n t h e s i s  i n  m y c o b a c t e r i a .  M o l e c u l a r  M i c r o b i o l o g y  8 9  ( 2 ) :  p .  3 7 2 - 3 8 7 .  
M o y n i h a n ,  P . J . ,  a n d  C l a r k e ,  A . J .  ( 2 0 1 0 ) .  O - a c e t y l a t i o n  o f  p e p t i d o g l y c a n  i n  g r a m - n e g a t i v e  
b a c t e r i a :  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  p e p t i d o g l y c a n  O - a c e t y l t r a n s f e r a s e  i n  N e i s s e r i a  
g o n o r r h o e a e .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 5  ( 1 7 ) :  p .  1 3 2 6 4 - 1 3 2 7 3 .  
M o y n i h a n ,  P . J . ,  a n d  C l a r k e ,  A . J .  ( 2 0 1 4 ) .  M e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  p e p t i d o g l y c a n  O -
a c e t y l t r a n s f e r a s e  B  i n v o l v e s  a  S e r - H i s - A s p  c a t a l y t i c  t r i a d .  B i o c h e m i s t r y  5 3  ( 3 9 ) :  p .  6 2 4 3 - 6 2 5 1 .  
M o y n i h a n ,  P . J . ,  S y c h a n t h a ,  D . ,  a n d  C l a r k e ,  A . J .  ( 2 0 1 4 ) .  C h e m i c a l  b i o l o g y  o f  p e p t i d o g l y c a n  
a c e t y l a t i o n  a n d  d e a c e t y l a t i o n .  B i o o r g a n i c  C h e m i s t r y  5 4 :  p .  4 4 - 5 0 .  
M u r p h y ,  H . N . ,  S t e w a r t ,  G . R . ,  M i s c h e n k o ,  V . V . ,  A p t ,  A . S . ,  H a r r i s ,  R . ,  M c A l i s t e r ,  M . S . ,  D r i s c o l l ,  P . C . ,  
Y o u n g ,  D . B . ,  a n d  R o b e r t s o n ,  B . D .  ( 2 0 0 5 ) .  T h e  O t s A B  p a t h w a y  i s  e s s e n t i a l  f o r  t r e h a l o s e  
b i o s y n t h e s i s  i n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 0  ( 1 5 ) :  p .  1 4 5 2 4 -
1 4 5 2 9 .  
N a r u m i ,  K . ,  K e l l e r ,  J . M . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 7 3 ) .  B i o s y n t h e s i s  o f  a  m y c o b a c t e r i a l  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e .  I n c o r p o r a t i o n  o f  ( 1 4 C ) a c y l  g r o u p s  b y  w h o l e  c e l l s  i n  v i v o .  B i o c h e m i c a l  J o u r n a l  
1 3 2  ( 2 ) :  p .  3 2 9 - 3 4 0 .  
 
 
R e f e r e n c e s  
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N a r u m i ,  K . ,  a n d  T s u m i t a ,  T .  ( 1 9 6 7 ) .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  a l p h a , a l p h a - t r e h a l o s e  6 , 6 ' -
d i m a n n o s y l p h o s p h a t e  a n d  a l p h a - m a l t o s e  1 - p h o s p h a t e  o f  M y c o b a c t e r i a .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  
C h e m i s t r y  2 4 2  ( 9 ) :  p .  2 2 3 3 - 2 2 3 9 .  
N e s s a r ,  R . ,  C a m b a u ,  E . ,  R e y r a t ,  J . M . ,  M u r r a y ,  A . ,  a n d  G i c q u e l ,  B .  ( 2 0 1 2 ) .  M y c o b a c t e r i u m  
a b s c e s s u s :  a  n e w  a n t i b i o t i c  n i g h t m a r e .  J o u r n a l  o f  A n t i m i c r o b i a l  C h e m o t h e r a p y  6 7  ( 4 ) :  p .  8 1 0 -
8 1 8 .  
N i c h o l s ,  D . ,  C a h o o n ,  N . ,  T r a k h t e n b e r g ,  E . M . ,  P h a m ,  L . ,  M e h t a ,  A . ,  B e l a n g e r ,  A . ,  K a n i g a n ,  T . ,  L e w i s ,  
K . ,  a n d  E p s t e i n ,  S . S .  ( 2 0 1 0 ) .  U s e  o f  I c h i p  f o r  H i g h - T h r o u g h p u t  I n  S i t u  C u l t i v a t i o n  o f  “ U n c u l t i v a b l e ”  
M i c r o b i a l  S p e c i e s .  A p p l i e d  a n d  E n v i r o n m e n t a l  M i c r o b i o l o g y  7 6  ( 8 ) :  p .  2 4 4 5 - 2 4 5 0 .  
N i e d e r w e i s ,  M .  ( 2 0 0 8 ) .  N u t r i e n t  a c q u i s i t i o n  b y  m y c o b a c t e r i a .  M i c r o b i o l o g y  1 5 4  ( 3 ) :  p .  6 7 9 - 6 9 2 .  
N i e d e r w e i s ,  M . ,  D a n i l c h a n k a ,  O . ,  H u f f ,  J . ,  H o f f m a n n ,  C . ,  a n d  E n g e l h a r d t ,  H .  ( 2 0 1 0 ) .  M y c o b a c t e r i a l  
o u t e r  m e m b r a n e s :  i n  s e a r c h  o f  p r o t e i n s .  T r e n d s  i n  M i c r o b i o l o g y  1 8  ( 3 ) :  p .  1 0 9 - 1 1 6 .  
N i e h u e s ,  B . ,  J o s s e k ,  R . ,  K r a m e r ,  U . ,  K o c h ,  A . ,  J a r l i n g ,  M . ,  S c h r o d e r ,  W . ,  a n d  P a p e ,  H .  ( 2 0 0 3 ) .  
I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m a l t o k i n a s e  ( A T P : m a l t o s e  1 - p h o s p h o t r a n s f e r a s e )  f r o m  
A c t i n o p l a n e s  m i s s o u r i e n s i s .  A r c h i v e s  o f  M i c r o b i o l o g y  1 8 0  ( 4 ) :  p .  2 3 3 - 2 3 9 .  
N i s h i ,  Y . ,  M i f u n e ,  H . ,  Y a b u k i ,  A . ,  T a j i r i ,  Y . ,  H i r a t a ,  R . ,  T a n a k a ,  E . ,  H o s o d a ,  H . ,  K a n g a w a ,  K . ,  a n d  
K o j i m a ,  M .  ( 2 0 1 3 ) .  C h a n g e s  i n  S u b c e l l u l a r  D i s t r i b u t i o n  o f  n - O c t a n o y l  o r  n - D e c a n o y l  G h r e l i n  i n  
G h r e l i n - P r o d u c i n g  C e l l s .  F r o n t i e r s  i n  e n d o c r i n o l o g y  ( L a u s a n n e )  4 :  p .  8 4 .  
N o b r e ,  A . ,  A l a r i c o ,  S . ,  M a r a n h a ,  A . ,  M e n d e s ,  V . ,  a n d  E m p a d i n h a s ,  N .  ( 2 0 1 4 ) .  T h e  m o l e c u l a r  
b i o l o g y  o f  m y c o b a c t e r i a l  t r e h a l o s e  i n  t h e  q u e s t  f o r  a d v a n c e d  t u b e r c u l o s i s  t h e r a p i e s .  
M i c r o b i o l o g y  1 6 0  ( P t  8 ) :  p .  1 5 4 7 - 1 5 7 0 .  
O ' G a r r a ,  A . ,  R e d f o r d ,  P . S . ,  M c N a b ,  F . W . ,  B l o o m ,  C . I . ,  W i l k i n s o n ,  R . J . ,  a n d  B e r r y ,  M . P . R .  ( 2 0 1 3 ) .  
T h e  I m m u n e  R e s p o n s e  i n  T u b e r c u l o s i s .  A n n u a l  R e v i e w  o f  I m m u n o l o g y  3 1  ( 1 ) :  p .  4 7 5 - 5 2 7 .  
O d r i o z o l a ,  J . M . ,  R a m o s ,  J . A . ,  a n d  B l o c h ,  K .  ( 1 9 7 7 ) .  F a t t y  a c i d  s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  i n  
M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  a c y l  c a r r i e r  p r o t e i n - d e p e n d e n t  e l o n g a t i n g  
s y s t e m .  B i o c h i m i c a  e t  B i o p h y s i c a  A c t a  ( B B A )  -  L i p i d s  a n d  L i p i d  M e t a b o l i s m  4 8 8  ( 2 ) :  p .  2 0 7 - 2 1 7 .  
O h g u s u ,  H . ,  T a k a h a s h i ,  T . ,  a n d  K o j i m a ,  M .  ( 2 0 1 2 ) .  E n z y m a t i c  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  G O A T ,  g h r e l i n  
O - a c y l t r a n s f e r a s e .  I n  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  V o l u m e  5 1 4 ,  K .  M a s a y a s u ,  a n d  K .  K e n j i ,  E d i t o r s .  
A c a d e m i c  P r e s s :   p .  1 4 7 - 1 6 3 .  
O j h a ,  A . K . ,  T r i v e l l i ,  X . ,  G u e r a r d e l ,  Y . ,  K r e m e r ,  L . ,  a n d  H a t f u l l ,  G . F .  ( 2 0 1 0 ) .  E n z y m a t i c  H y d r o l y s i s  o f  
T r e h a l o s e  D i m y c o l a t e  R e l e a s e s  F r e e  M y c o l i c  A c i d s  d u r i n g  M y c o b a c t e r i a l  G r o w t h  i n  B i o f i l m s .  
J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 5  ( 2 3 ) :  p .  1 7 3 8 0 - 1 7 3 8 9 .  
O r n s t o n ,  M . K . ,  a n d  O r n s t o n ,  L . N .  ( 1 9 6 9 ) .  T w o  f o r m s  o f  D - g l y c e r a t e  k i n a s e  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i .  
J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  9 7  ( 3 ) :  p .  1 2 2 7 - 1 2 3 3 .  
P a l ,  K . ,  K u m a r ,  S . ,  S h a r m a ,  S . ,  G a r g ,  S . K . ,  A l a m ,  M . S . ,  X u ,  H . E . ,  A g r a w a l ,  P . ,  a n d  S w a m i n a t h a n ,  K .  
( 2 0 1 0 ) .  C r y s t a l  S t r u c t u r e  o f  F u l l - l e n g t h  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  G l y c o g e n  B r a n c h i n g  
E n z y m e :  i n s i g h t s  o f  N -           - s a n d w i c h  i n  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  a n d  e n z y m a t i c  a c t i v i t y .  J o u r n a l  
o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 5  ( 2 7 ) :  p .  2 0 8 9 7 - 2 0 9 0 3 .  
P a n ,  Y . T . ,  K o r o t h  E d a v a n a ,  V . ,  J o u r d i a n ,  W . J . ,  E d m o n d s o n ,  R . ,  C a r r o l l ,  J . D . ,  P a s t u s z a k ,  I . ,  a n d  
E l b e i n ,  A . D .  ( 2 0 0 4 ) .  T r e h a l o s e  s y n t h a s e  o f  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s :  p u r i f i c a t i o n ,  c l o n i n g ,  
e x p r e s s i o n ,  a n d  p r o p e r t i e s  o f  t h e  e n z y m e .  E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  B i o c h e m i s t r y  2 7 1  ( 2 1 ) :  p .  4 2 5 9 -
4 2 6 9 .  
P a p a i o a n n o u ,  N . ,  C h e o n ,  H . - S . ,  L i a n ,  Y . ,  a n d  K i s h i ,  Y .  ( 2 0 0 7 ) .  P r o d u c t - R e g u l a t i o n  M e c h a n i s m s  f o r  
F a t t y  A c i d  B i o s y n t h e s i s  C a t a l y z e d  b y  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s  F A S  I .  C h e m B i o C h e m  8  ( 1 5 ) :  p .  
1 7 7 5 - 1 7 8 0 .  
P a u l ,  M . J . ,  P r i m a v e s i ,  L . F . ,  J h u r r e e a ,  D . ,  a n d  Z h a n g ,  Y .  ( 2 0 0 8 ) .  T r e h a l o s e  m e t a b o l i s m  a n d  
s i g n a l i n g .  A n n u a l  R e v i e w  o f  P l a n t  B i o l o g y  5 9 :  p .  4 1 7 - 4 4 1 .  
P a v e l k a ,  M . S . ,  M a h a p a t r a ,  S . ,  a n d  C r i c k ,  D . C .  ( 2 0 1 4 ) .  G e n e t i c s  o f  P e p t i d o g l y c a n  B i o s y n t h e s i s .  I n  
M o l e c u l a r  G e n e t i c s  o f  M y c o b a c t e r i a ,  S e c o n d  E d i t i o n ,  G .  H a t f u l l ,  a n d  W . R .  J a c o b s ,  J r . ,  E d i t o r s .  
A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  M i c r o b i o l o g y  P r e s s :  W a s h i n g t o n  D C  p .  5 1 3 - 5 3 3 .  
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 T h e  M o l e c u l a r  G e n e t i c s  o f  M y c o l i c  A c i d  B i o s y n t h e s i s .  I n  
M o l e c u l a r  G e n e t i c s  o f  M y c o b a c t e r i a ,  S e c o n d  E d i t i o n ,  G .  H a t f u l l ,  a n d  W . R .  J a c o b s ,  J r . ,  E d i t o r s .  
A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  M i c r o b i o l o g y  P r e s s :  W a s h i n g t o n  D C  p .  6 1 1 - 6 3 1 .  
P e r e i r a ,  P . J . ,  E m p a d i n h a s ,  N . ,  A l b u q u e r q u e ,  L . ,  S á - M o u r a ,  B . ,  d a  C o s t a ,  M . S . ,  a n d  M a c e d o -
R i b e i r o ,  S .  ( 2 0 0 8 ) .  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  g l u c o s y l - 3 - p h o s p h o g l y c e r a t e  s y n t h a s e :  s t r u c t u r e  
o f  a  k e y  e n z y m e  i n  m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  b i o s y n t h e s i s .  P L o S  O N E  3  ( 1 1 ) :  p .  e 3 7 4 8 .  
P é r e z ,  J . ,  C a s t a ñ e d a - G a r c í a ,  A . ,  J e n k e - K o d a m a ,  H . ,  M ü l l e r ,  R . ,  a n d  M u ñ o z - D o r a d o ,  J .  ( 2 0 0 8 ) .  
E u k a r y o t i c - l i k e  p r o t e i n  k i n a s e s  i n  t h e  p r o k a r y o t e s  a n d  t h e  m y x o b a c t e r i a l  k i n o m e .  P r o c e e d i n g s  o f  
t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  1 0 5  ( 4 1 ) :  p .  1 5 9 5 0 - 1 5 9 5 5 .  
P e y r o n ,  P . ,  V a u b o u r g e i x ,  J . ,  P o q u e t ,  Y . ,  L e v i l l a i n ,  F . ,  B o t a n c h ,  C . ,  B a r d o u ,  F . ,  D a f f e ,  M . ,  E m i l e ,  J . F . ,  
M a r c h o u ,  B . ,  C a r d o n a ,  P . J . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 8 ) .  F o a m y  m a c r o p h a g e s  f r o m  t u b e r c u l o u s  p a t i e n t s '  
g r a n u l o m a s  c o n s t i t u t e  a  n u t r i e n t - r i c h  r e s e r v o i r  f o r  M .  t u b e r c u l o s i s  p e r s i s t e n c e .  P L o S  P a t h o g e n s  
4  ( 1 1 ) :  p .  e 1 0 0 0 2 0 4 .  
P o m m i e r ,  M . T . ,  a n d  M i c h e l ,  G .  ( 1 9 8 6 ) .  I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a n  O - m e t h y l g l u c o s e -
c o n t a i n i n g  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  p r o d u c e d  b y  N o c a r d i a  o t i t i d i s - c a v i a r u m .  J o u r n a l  o f  g e n e r a l  
m i c r o b i o l o g y  1 3 2  ( 9 ) :  p .  2 4 3 3 - 2 4 4 1 .  
R a c h m a n ,  H . ,  S t r o n g ,  M . ,  U l r i c h s ,  T . ,  G r o d e ,  L . ,  S c h u c h h a r d t ,  J . ,  M o l l e n k o p f ,  H . ,  K o s m i a d i ,  G . A . ,  
E i s e n b e r g ,  D . ,  a n d  K a u f m a n n ,  S . H . E .  ( 2 0 0 6 ) .  U n i q u e  T r a n s c r i p t o m e  S i g n a t u r e  o f  M y c o b a c t e r i u m  
t u b e r c u l o s i s  i n  P u l m o n a r y  T u b e r c u l o s i s .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  7 4  ( 2 ) :  p .  1 2 3 3 - 1 2 4 2 .  
R a m i r e z ,  M . S . ,  a n d  T o l m a s k y ,  M . E .  ( 2 0 1 0 ) .  A m i n o g l y c o s i d e  m o d i f y i n g  e n z y m e s .  D r u g  r e s i s t a n c e  
u p d a t e s  :  r e v i e w s  a n d  c o m m e n t a r i e s  i n  a n t i m i c r o b i a l  a n d  a n t i c a n c e r  c h e m o t h e r a p y  1 3  ( 6 ) :  p .  
1 5 1 - 1 7 1 .  
R a o ,  M . B . ,  T a n k s a l e ,  A . M . ,  G h a t g e ,  M . S . ,  a n d  D e s h p a n d e ,  V . V .  ( 1 9 9 8 ) .  M o l e c u l a r  a n d  
B i o t e c h n o l o g i c a l  A s p e c t s  o f  M i c r o b i a l  P r o t e a s e s .  M i c r o b i o l o g y  a n d  M o l e c u l a r  B i o l o g y  R e v i e w s  
6 2  ( 3 ) :  p .  5 9 7 - 6 3 5 .  
R e s h ,  M . D .  ( 2 0 1 3 ) .  C o v a l e n t  l i p i d  m o d i f i c a t i o n s  o f  p r o t e i n s .  C u r r e n t  B i o l o g y  2 3  ( 1 0 ) :  p .  R 4 3 1 - 4 3 5 .  
R e y r a t ,  J . - M . ,  a n d  K a h n ,  D .  ( 2 0 0 1 ) .  M y c o b a c t e r i u m  s m e g m a t i s :  a n  a b s u r d  m o d e l  f o r  t u b e r c u l o s i s ?  
T r e n d s  i n  M i c r o b i o l o g y  9  ( 1 0 ) :  p .  4 7 2 - 4 7 3 .  
R i c h a r d s ,  J . P . ,  a n d  O j h a ,  A . K .  ( 2 0 1 4 ) .  M y c o b a c t e r i a l  B i o f i l m s .  I n  M o l e c u l a r  G e n e t i c s  o f  
M y c o b a c t e r i a ,  S e c o n d  E d i t i o n ,  G .  H a t f u l l ,  a n d  W . R .  J a c o b s ,  J r . ,  E d i t o r s .  A m e r i c a n  S o c i e t y  o f  
M i c r o b i o l o g y  P r e s s :  W a s h i n g t o n  D C  p .  7 7 3 - 7 8 4 .  
R o b e r t s ,  C . A . ,  a n d  B u i k s t r a ,  J . E .  ( 2 0 0 3 ) .  T h e  b i o a r c h a e o l o g y  o f  t u b e r c u l o s i s  :  a  g l o b a l  p e r s p e c t i v e  
o n  a  r e - e m e r g i n g  d i s e a s e ,  ( U n i v e r s i t y  P r e s s  o f  F l o r i d a :  G a i n e s v i l l e ,  F l o r i d a ) .  
R o m b o u t s ,  Y . ,  B r u s t ,  B . ,  O j h a ,  A . K . ,  M a e s ,  E . ,  C o d d e v i l l e ,  B . ,  E l a s s - R o c h a r d ,  E . ,  K r e m e r ,  L . ,  a n d  
G u e r a r d e l ,  Y .  ( 2 0 1 2 ) .  E x p o s u r e  o f  M y c o b a c t e r i a  t o  C e l l  W a l l - i n h i b i t o r y  D r u g s  D e c r e a s e s  
P r o d u c t i o n  o f  A r a b i n o g l y c e r o l i p i d  R e l a t e d  t o  M y c o l y l - a r a b i n o g a l a c t a n - p e p t i d o g l y c a n  
M e t a b o l i s m .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 7  ( 1 4 ) :  p .  1 1 0 6 0 - 1 1 0 6 9 .  
R ö t t i g ,  A . ,  a n d  S t e i n b ü c h e l ,  A .  ( 2 0 1 3 ) .  A c y l t r a n s f e r a s e s  i n  B a c t e r i a .  M i c r o b i o l o g y  a n d  M o l e c u l a r  
B i o l o g y  R e v i e w s  7 7  ( 2 ) :  p .  2 7 7 - 3 2 1 .  
R o y ,  R . ,  U s h a ,  V . ,  K e r m a n i ,  A . ,  S c o t t ,  D . J . ,  H y d e ,  E . I . ,  B e s r a ,  G . S . ,  A l d e r w i c k ,  L . J . ,  a n d  F ü t t e r e r ,  K .  
( 2 0 1 3 ) .               	 - g l u c a n  i n  m y c o b a c t e r i a  i n v o l v e s  a  h e t e r o - o c t a m e r i c  c o m p l e x  o f  t r e h a l o s e  
s y n t h a s e  T r e S  a n d  m a l t o k i n a s e  P e p 2 .  A C S  C h e m i c a l  B i o l o g y  8  ( 1 0 ) :  p .  2 2 4 5 - 2 2 5 5 .  
S a e r e n s ,  S . M . G . ,  D e l v a u x ,  F . ,  V e r s t r e p e n ,  K . J . ,  V a n  D i j c k ,  P . ,  T h e v e l e i n ,  J . M . ,  a n d  D e l v a u x ,  F . R .  
( 2 0 0 8 ) .  P a r a m e t e r s  A f f e c t i n g  E t h y l  E s t e r  P r o d u c t i o n  b y  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  d u r i n g  
F e r m e n t a t i o n .  A p p l i e d  a n d  E n v i r o n m e n t a l  M i c r o b i o l o g y  7 4  ( 2 ) :  p .  4 5 4 - 4 6 1 .  
S a e r e n s ,  S . M . G . ,  V e r s t r e p e n ,  K . J . ,  V a n  L a e r e ,  S . D . M . ,  V o e t ,  A . R . D . ,  V a n  D i j c k ,  P . ,  D e l v a u x ,  F . R . ,  
a n d  T h e v e l e i n ,  J . M .  ( 2 0 0 6 ) .  T h e  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  E H T 1  a n d  E E B 1  G e n e s  E n c o d e  N o v e l  
E n z y m e s  w i t h  M e d i u m - c h a i n  F a t t y  A c i d  E t h y l  E s t e r  S y n t h e s i s  a n d  H y d r o l y s i s  C a p a c i t y .  J o u r n a l  o f  
B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 1  ( 7 ) :  p .  4 4 4 6 - 4 4 5 6 .  
S a i e r ,  M . H . ,  J r . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 6 8 a ) .  T h e  6 - O - m e t h y l g l u c o s e - c o n t a i n i g  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  o f  
M y c o b a c t e r i u m  p h l e i .  C o m p l e t  s t r u c t u r e  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  
2 4 3  ( 1 6 ) :  p .  4 3 3 2 - 4 3 4 1 .  
 
 
R e f e r e n c e s  
 1 0 2    
S a i e r ,  M . H . ,  J r . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 6 8 b ) .  T h e  6 - O - m e t h y l g l u c o s e - c o n t a i n i n g  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  
o f  M y c o b a c t e r i u m  p h l e i .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  D - g l y c e r i c  a c i d  a n d  3 - O - m e t h y l - D - g l u c o s e  i n  t h e  
p o l y s a c c h a r i d e .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 4 3  ( 5 ) :  p .  9 9 2 - 1 0 0 5 .  
S a m b o u ,  T . ,  D i n a d a y a l a ,  P . ,  S t a d t h a g e n ,  G . ,  B a r i l o n e ,  N . ,  B o r d a t ,  Y . ,  C o n s t a n t ,  P . ,  L e v i l l a i n ,  F . ,  
N e y r o l l e s ,  O . ,  G i c q u e l ,  B . ,  L e m a s s u ,  A . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 8 ) .  C a p s u l a r  g l u c a n  a n d  i n t r a c e l l u l a r  g l y c o g e n  
o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s :  b i o s y n t h e s i s  a n d  i m p a c t  o n  t h e  p e r s i s t e n c e  i n  m i c e .  M o l e c u l a r  
M i c r o b i o l o g y  7 0  ( 3 ) :  p .  7 6 2 - 7 7 4 .  
S a m b r o o k ,  J . ,  a n d  R u s s e l l ,  D . W .  ( 2 0 0 1 ) .  M o l e c u l a r  C l o n i n g :  A  l a b o r a t o r y  m a n u a l ,  3 r d  e d n  ( C o l d  
S p r i n g  H a r b o r  L a b o r a t o r y  P r e s s :  N e w  Y o r k ) .  
S a n i ,  M . ,  H o u b e n ,  E . N . G . ,  G e u r t s e n ,  J . ,  P i e r s o n ,  J . ,  d e  P u n d e r ,  K . ,  v a n  Z o n ,  M . ,  W e v e r ,  B . ,  P i e r s m a ,  
S . R . ,  J i m é n e z ,  C . R . ,  D a f f é ,  M . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 0 ) .  D i r e c t  V i s u a l i z a t i o n  b y  C r y o - E M  o f  t h e  M y c o b a c t e r i a l  
C a p s u l a r  L a y e r :  A  L a b i l e  S t r u c t u r e  C o n t a i n i n g  E S X - 1 - S e c r e t e d  P r o t e i n s .  P L o S  P a t h o g e n s  6  ( 3 ) :  p .  
e 1 0 0 0 7 9 4 .  
S a s s e t t i ,  C . M . ,  B o y d ,  D . H . ,  a n d  R u b i n ,  E . J .  ( 2 0 0 3 ) .  G e n e s  r e q u i r e d  f o r  m y c o b a c t e r i a l  g r o w t h  
d e f i n e d  b y  h i g h  d e n s i t y  m u t a g e n e s i s .  M o l e c u l a r  M i c r o b i o l o g y  4 8  ( 1 ) :  p .  7 7 - 8 4 .  
S c h e e f f ,  E . D . ,  a n d  B o u r n e ,  P . E .  ( 2 0 0 5 ) .  S t r u c t u r a l  E v o l u t i o n  o f  t h e  P r o t e i n  K i n a s e – L i k e  
S u p e r f a m i l y .  P L o S  C o m p u t a t i o n a l  B i o l o g y  1  ( 5 ) :  p .  e 4 9 .  
S c h r ö d e r ,  K . H . ,  N a u m a n n ,  L . ,  K r o p p e n s t e d t ,  R . M . ,  a n d  R e i s c h l ,  U .  ( 1 9 9 7 ) .  M y c o b a c t e r i u m  
h a s s i a c u m  s p .  n o v . ,  a  N e w  R a p i d l y  G r o w i n g  T h e r m o p h i l i c  M y c o b a c t e r i u m .  I n t e r n a t i o n a l  J o u r n a l  
o f  S y s t e m a t i c  a n d  E v o l u t i o n a r y  M i c r o b i o l o g y  4 7  ( 1 ) :  p .  8 6 - 9 1 .  
S c h u l z e - G a h m e n ,  U . ,  P e l a s c h i e r ,  J . ,  Y o k o t a ,  H . ,  K i m ,  R . ,  a n d  K i m ,  S . - H .  ( 2 0 0 3 ) .  C r y s t a l  s t r u c t u r e  o f  
a  h y p o t h e t i c a l  p r o t e i n ,  T M 8 4 1  o f  T h e r m o t o g a  m a r i t i m a ,  r e v e a l s  i t s  f u n c t i o n  a s  a  f a t t y  a c i d –
b i n d i n g  p r o t e i n .  P r o t e i n s :  S t r u c t u r e ,  F u n c t i o n ,  a n d  B i o i n f o r m a t i c s  5 0  ( 4 ) :  p .  5 2 6 - 5 3 0 .  
S h i ,  K . ,  a n d  B e r g h u i s ,  A . M .  ( 2 0 1 2 ) .  S t r u c t u r a l  B a s i s  f o r  D u a l  N u c l e o t i d e  S e l e c t i v i t y  o f  
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    " - P h o s p h o t r a n s f e r a s e  I V a  P r o v i d e s  I n s i g h t  o n  D e t e r m i n a n t s  o f  N u c l e o t i d e  
S p e c i f i c i t y  o f  A m i n o g l y c o s i d e  K i n a s e s .  T h e  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 8 7  ( 1 6 ) :  p .  1 3 0 9 4 -
1 3 1 0 2 .  
S i d d e r s ,  B . ,  a n d  S t o k e r ,  N . G .  ( 2 0 0 1 ) .  M y c o b a c t e r i a :  B i o l o g y .  I n  e L S ,  J o h n  W i l e y  &  S o n s ,  L t d :   p .  
S m i t h ,  W . L . ,  a n d  B a l l o u ,  C . E .  ( 1 9 7 3 ) .  T h e  6 - O - m e t h y l g l u c o s e - c o n t a i n i n g  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  o f  
M y c o b a c t e r i u m  p h l e i .  L o c a t i o n s  o f  t h e  n e u t r a l  a n d  a c i d i c  a c y l  g r o u p s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  
C h e m i s t r y  2 4 8  ( 2 0 ) :  p .  7 1 1 8 - 7 1 2 5 .  
S p a l d i n g ,  M . D . ,  a n d  P r i g g e ,  S . T .  ( 2 0 1 0 ) .  L i p o i c  A c i d  M e t a b o l i s m  i n  M i c r o b i a l  P a t h o g e n s .  
M i c r o b i o l o g y  a n d  M o l e c u l a r  B i o l o g y  R e v i e w s  7 4  ( 2 ) :  p .  2 0 0 - 2 2 8 .  
S t a d t h a g e n ,  G . ,  S a m b o u ,  T . ,  G u e r i n ,  M . ,  B a r i l o n e ,  N . ,  B o u d o u ,  F . ,  K o r d u l a k o v a ,  J . ,  C h a r l e s ,  P . ,  
A l z a r i ,  P . M . ,  L e m a s s u ,  A . ,  D a f f e ,  M . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 7 ) .  G e n e t i c  b a s i s  f o r  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  
m e t h y l g l u c o s e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  i n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  
C h e m i s t r y  2 8 2  ( 3 7 ) :  p .  2 7 2 7 0 - 2 7 2 7 6 .  
S t o k e s ,  R . W . ,  N o r r i s - J o n e s ,  R . ,  B r o o k s ,  D . E . ,  B e v e r i d g e ,  T . J . ,  D o x s e e ,  D . ,  a n d  T h o r s o n ,  L . M .  ( 2 0 0 4 ) .  
T h e  G l y c a n - R i c h  O u t e r  L a y e r  o f  t h e  C e l l  W a l l  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  A c t s  a s  a n  
A n t i p h a g o c y t i c  C a p s u l e  L i m i t i n g  t h e  A s s o c i a t i o n  o f  t h e  B a c t e r i u m  w i t h  M a c r o p h a g e s .  I n f e c t i o n  
a n d  I m m u n i t y  7 2  ( 1 0 ) :  p .  5 6 7 6 - 5 6 8 6 .  
S t r o h a l m ,  M . ,  K a v a n ,  D . ,  N o v a k ,  P . ,  V o l n y ,  M . ,  a n d  H a v l i c e k ,  V .  ( 2 0 1 0 ) .  m M a s s  3 :  a  c r o s s - p l a t f o r m  
s o f t w a r e  e n v i r o n m e n t  f o r  p r e c i s e  a n a l y s i s  o f  m a s s  s p e c t r o m e t r i c  d a t a .  A n a l y t i c a l  c h e m i s t r y  8 2  
( 1 1 ) :  p .  4 6 4 8 - 4 6 5 1 .  
S u p p l y ,  P . ,  M a r c e a u ,  M . ,  M a n g e n o t ,  S . ,  R o c h e ,  D . ,  R o u a n e t ,  C . ,  K h a n n a ,  V . ,  M a j l e s s i ,  L . ,  C r i s c u o l o ,  
A . ,  T a p ,  J . ,  P a w l i k ,  A . ,  e t  a l .  ( 2 0 1 3 ) .  G e n o m i c  a n a l y s i s  o f  s m o o t h  t u b e r c l e  b a c i l l i  p r o v i d e s  i n s i g h t s  
i n t o  a n c e s t r y  a n d  p a t h o a d a p t a t i o n  o f  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  N a t u r e  G e n e t i c s  4 5  ( 2 ) :  p .  
1 7 2 - 1 7 9 .  
S w a r t s ,  B . M . ,  H o l s c l a w ,  C . M . ,  J e w e t t ,  J . C . ,  A l b e r ,  M . ,  F o x ,  D . M . ,  S i e g r i s t ,  M . S . ,  L e a r y ,  J . A . ,  
K a l s c h e u e r ,  R . ,  a n d  B e r t o z z i ,  C . R .  ( 2 0 1 2 ) .  P r o b i n g  t h e  M y c o b a c t e r i a l  T r e h a l o m e  w i t h  
B i o o r t h o g o n a l  C h e m i s t r y .  J o u r n a l  o f  t h e  A m e r i c a n  C h e m i c a l  S o c i e t y  1 3 4  ( 3 9 ) :  p .  1 6 1 2 3 - 1 6 1 2 6 .  
 
 
R e f e r e n c e s  
 1 0 3   
S y s o n ,  K . ,  S t e v e n s o n ,  C . E . M . ,  R a s h i d ,  A . M . ,  S a a l b a c h ,  G . ,  T a n g ,  M . ,  T u u k k a n e n ,  A . ,  S v e r g u n ,  D . I . ,  
W i t h e r s ,  S . G . ,  L a w s o n ,  D . M . ,  a n d  B o r n e m a n n ,  S .  ( 2 0 1 4 ) .  S t r u c t u r a l  I n s i g h t  i n t o  H o w  
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M a l t o s y l - e n z y m e  I n t e r m e d i a t e .  B i o c h e m i s t r y  5 3  ( 1 5 ) :  p .  2 4 9 4 - 2 5 0 4 .  
S y s o n ,  K . ,  S t e v e n s o n ,  C . E . M . ,  R e j z e k ,  M . ,  F a i r h u r s t ,  S . A . ,  N a i r ,  A . ,  B r u t o n ,  C . J . ,  F i e l d ,  R . A . ,  C h a t e r ,  
K . F . ,  L a w s o n ,  D . M . ,  a n d  B o r n e m a n n ,  S .  ( 2 0 1 1 ) .  S t r u c t u r e  o f  S t r e p t o m y c e s  M a l t o s y l t r a n s f e r a s e  
G l g E ,  a  H o m o l o g u e  o f  a  G e n e t i c a l l y  V a l i d a t e d  A n t i - t u b e r c u l o s i s  T a r g e t .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  
C h e m i s t r y  2 8 6  ( 4 4 ) :  p .  3 8 2 9 8 - 3 8 3 1 0 .  
T a k a y a m a ,  K . ,  W a n g ,  C . ,  a n d  B e s r a ,  G . S .  ( 2 0 0 5 ) .  P a t h w a y  t o  s y n t h e s i s  a n d  p r o c e s s i n g  o f  m y c o l i c  
a c i d s  i n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  C l i n i c a l  M i c r o b i o l o g y  R e v i e w s  1 8  ( 1 ) :  p .  8 1 - 1 0 1 .  
T a m u r a ,  K . ,  S t e c h e r ,  G . ,  P e t e r s o n ,  D . ,  F i l i p s k i ,  A . ,  a n d  K u m a r ,  S .  ( 2 0 1 3 ) .  M E G A 6 :  M o l e c u l a r  
E v o l u t i o n a r y  G e n e t i c s  A n a l y s i s  v e r s i o n  6 . 0 .  M o l e c u l a r  B i o l o g y  a n d  E v o l u t i o n :  p .  
T a y l o r ,  S . S . ,  K e s h w a n i ,  M . M . ,  S t e i c h e n ,  J . M . ,  a n d  K o r n e v ,  A . P .  ( 2 0 1 2 ) .  E v o l u t i o n  o f  t h e  e u k a r y o t i c  
p r o t e i n  k i n a s e s  a s  d y n a m i c  m o l e c u l a r  s w i t c h e s .  P h i l o s o p h i c a l  T r a n s a c t i o n s  o f  t h e  R o y a l  S o c i e t y  
B :  B i o l o g i c a l  3 6 7  ( 1 6 0 2 ) :  p .  2 5 1 7 - 2 5 2 8 .  
T i a g o ,  I . ,  M a r a n h a ,  A . ,  M e n d e s ,  V . ,  A l a r i c o ,  S . ,  M o y n i h a n ,  P . J . ,  C l a r k e ,  A . J . ,  M a c e d o - R i b e i r o ,  S . ,  
P e r e i r a ,  P . J . ,  a n d  E m p a d i n h a s ,  N .  ( 2 0 1 2 ) .  G e n o m e  S e q u e n c e  o f  M y c o b a c t e r i u m  h a s s i a c u m  D S M  
4 4 1 9 9 ,  a  R a r e  S o u r c e  o f  H e a t - S t a b l e  M y c o b a c t e r i a l  P r o t e i n s .  J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  1 9 4  ( 2 4 ) :  p .  
7 0 1 0 - 7 0 1 1 .  
T i a n ,  X . ,  L i ,  A . ,  F a r r u g i a ,  I . V . ,  M o ,  X . ,  C r i c h ,  D . ,  a n d  G r o v e s ,  M . J .  ( 2 0 0 0 ) .  I s o l a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  
o f  p o l y - 	 -    +  - l i n k e d  3 - O - m e t h y l - D - m a n n o p y r a n o s e  f r o m  a  h o t - w a t e r  e x t r a c t  o f  
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